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RESUMEN EN ESPAÑOL 
Los microorganismos constituyen las dos terceras partes de la diversidad biológica de 
la Tierra. Se reconoce que hasta el 99% no son cultivables por técnicas estándar de 
laboratorio, lo que hace indispensable la implementación de métodos independientes 
de cultivo, como la metagenómica, para acceder a la diversidad genética y la 
estructura de la población con el fin de aprovechar este conocimento en procesos de 
bioprospección. En este estudio se construyeron librerías metagenómicas en 
fósmidos utilizando ADN ambiental directamente aislado de muestras de suelos con 
manejo agrícola tradicional y orgánico, dedicados al cultivo de papa criolla (Solanum 
phureja). Se obtuvo un total de 1728 clones para la librería de suelos orgánicos y de 
5568 para la librería tradicional. Los clones fueron crecidos en diferentes sustratos 
para identificar actividades relacionadas con el ciclo del Carbono y del Fósforo. El 
tamizaje funcional reveló la presencia de 22 clones con actividad celulolítica, 4 con 
actividad proteolítica y 14 con potencial actividad solubilizadora de Fosfato. Todos los 
fósmidos con potencial funcional fueron secuenciados simultáneamente utilizando 
pirosecuenciación e identificados mediante una metodología innovadora. Los clones 
identificados fueron caracterizados genómicamente, encontrando dominios 
pertenecientes a familias de proteínas glicosil-hidrolasas, proteasas, además de 
pirroloquinolina quinona. Los análisis de diversidad a nivel taxonómico, mostraron la 
presencia de bacterias pertenecientes en su mayoría a los grupos de α- β -
proteobacterias, Actinobacterias y Bacterias no identificadas. Este es el primer 
estudio metagenómico funcional llevado a cabo en suelos dedicados a cultivos 
agrícolas y revela tanto a nivel funcional como de diversidad taxonómica, el gran 
potencial de estos suelos para estudios de metagenómica y bioprospección. 
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ABSTRACT 
Microorganisms make up to two thirds of the Earth’s biological diversity. It has been 
noticed that up to 99% cannot be cultured with standard laboratory techniques, which 
makes necessary the implementation of culture-independent methods, such as 
metagenomics, to access genomic diversity and population structure as the starting 
point for bioprospection. In this study, two metagenomic libraries were constructed in 
fosmids using environmental DNA isolated directly from soil samples with traditional 
and organic agricultural techniques in yellow potato (Solanum phureja) crops. We 
obtained a total of 1728 clones for the organic soil library and 5568 clones for the 
traditional library. These clones were grown in different substrates to identify carbon 
and phosphate cycle enzymatic activities. The functional screening revealed the 
presence of 20 clones with cellulolytic activity, 3 clones with proteolytic activity as well 
as 14 clones with a potential phosphate solubilizing activity. All these fosmids with 
functional potential were pyrosequenced simoultaneously and were identified 
implementing a ground-breaking methodology. The clones were genetically 
characterized finding domains belonging to glicosyl-hydrolases and proteases 
families, as well as the pyrroloquinoline quinine protein. Bacteria, belonging mostly to 
α-, β-, -proteobacteria, actinobacteria and non-identified bacteria were found in the 
diversity analysis at taxonomical level. To our knowledge, this is the first metagenomic 
functional study in soils dedicated to agricultural crops and reveals, in taxonomic 
diversity as well as functionality, the great potential of these soils for metagenomic 
studies and bioprospection. 
PALABRAS CLAVES: 
Metagenómica Funcional, Librerías Metagenómicas, Fósmidos, Tamizaje Funcional, 
Pirosecuenciación. 
DESCRIPTORES EN INGLES: 
Functional Metagenomics, Metagenomic Libraries, Fosmids, Functional Screening, 
Pyrosequencing. 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
El suelo es un sistema complejo en equilibrio dinámico, en el que los seres vivos que 
habitan en él tienen un papel esencial en el sostenimiento de la fertilidad. Este 
ecosistema edáfico es el hábitat de un gran número de especies microbianas, tanto 
eucariotas (hongs, algas, protozoos, ácaros e insectos entre otros) como procariotas 
(bacterias y arqueas) que establecen relaciones intra e interespecíficas que 
contribuyen a las características propias del suelo (90). 
El estudio de los ecosistemas, en particular el edáfico, debe emprenderse no sólo a 
partir de la consideración de los organismos o poblaciones, sino también estudiando 
el ambiente abiótico relacionado. Es importante entonces tener en cuenta que 
elementos necesarios para la nutrición vegetal, son secuestrados en una variedad de 
biomoléculas las cuales, se hacen biodisponibles por la acción de enzimas 
especificas, principalmente de origen microbiano (26).  Debido a que la mayoría de 
estos procesos enzimáticos, que lideran la descomposición y ciclaje de nutrientes, 
residen en la capacidad metabólica de los microorganismos presentes en el suelo, la 
biodiversidad microbiana y su abundancia se consideran como factores críticos en el 
mantenimiento de los ecosistemas (26).  Particularmente en las plantas, existen una 
serie de elementos químicos fundamentales para su desarrollo, clasificados como 
macro y micronutrientes.  Estos elementos son requeridos para su funcionamiento 
fisiológico; resaltando la importancia del Carbono, Hidrógeno, Oxígeno, Nitrógeno y 
Fósforo como constituyentes principales de la estructura de los vegetales (71). Sin 
embargo, la disponibilidad de estos nutrientes varía dependiendo de las 
características del suelo, que dependen a su vez de la presencia de una diversidad 
de microorganismos capaces de transformar y devolver estos elementos al medio.  
De allí la importancia de estudiar la comunidad microbiana presente en este 
ecosistema, como un marcador del estado del suelo e indicador de su calidad. La 
interpretación correcta de la diversidad microbiana permite inferir el funcionamiento 
del suelo y contribuye a su conservación (56).  Hasta hace muy poco, la identificación 
de grupos fisiológicos microbianos y la evaluación de su diversidad en suelos, exigía 
el aislamiento a partir de cultivos en medios diferenciales (1).   
La estimación de la estructura poblacional requería la utilización de técnicas de 
conteo en placa, las cuales no revelaban la realidad edáfica, debido a que la porción 
de diversidad microbiana estimada a través de técnicas de cultivo tradicional en 
laboratorio, representaba aproximadamente el 1% del total de la diversidad presente 
en un ambiente (133).  Esto indica que estas técnicas están significativamente 
sesgadas a los microorganismos de crecimiento rápido y de fácil cultivo, dejando por 
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fuera al grupo de los microorganismos denominados no cultivables, los cuales 
representan hasta un 99% del total de individuos presentes en un ambiente (111). 
Con el fin de suplir esta deficiencia técnica y eliminar el sesgo metodológico, surge la 
aproximación metagenómica, que busca analizar el genoma de comunidades de 
microorganismos presentes en un ambiente particular, independiente de su cultivo 
(119).  Esta aproximación involucra herramientas de biología molecular, como el 
aislamiento directo del ADN de un ambiente determinado, seguido  por la clonación 
del metagenoma completo en un vector apropiado, la secuenciación directa de este 
ADN ambiental o, la amplificación de secuencias de interés para análisis de función 
(119). Esta aproximación permite el análisis de operones enteros que codifican vías 
catabólicas o biosintéticas, estudiar la diversidad de genes naturales y relacionarlos 
con sus productos, además de inferir la función de los microorganismos específicos 
dentro de su hábitat (113).  
Dado que Colombia es considerado uno de los 17 países más megadiversos del 
globo, puesto que su superficie alberga el 14% de las especies de plantas y animales 
reportadas, la diversidad microbiana es un recurso natural poco explorado en el país 
(31). 
Para contribuir al conocimiento de esta diversidad microbiana, este proyecto plantea 
utilizar una aproximación metagenómica para obtener información sobre genes o 
grupos de genes funcionales en la comunidad microbiana tomando como modelo  
suelos donde se cultiva papa criolla (Solanum phureja), este cultivo fue tomado como 
modelo pues este alimento es uno de los más tradicionales e importantes de la región 
Andina, y es considerado como un producto con gran potencial económico en la 
región. Este ecosistema presenta esquemas de manejo contrastantes: por una parte 
un manejo basado en fertilizantes  orgánicos y bioplaguicidas, y, por otro lado, el uso 
intensivo de fertilizantes químicos y plaguicidas, dirigidos a asegurar altos 
rendimientos de los cultivos. Estos tipos de manejo pueden influir en la estructura de 
la comunidad y por ende afectar la calidad y la salud del suelo,  en términos de 
fertilidad y erosión; disminuyendo así la posibilidad de un manejo sostenible de este 
cultivo y del medio ambiente.  
Teniendo en cuenta el papel que juegan de los microoganismos en la 
biodisponibilidad de elementos químicos limitantes para crecimiento de las plantas, se 
hace interesante estudiar la funcionalidad de los genes de esta comunidad 
microbiana, asociados especialmente al ciclo del carbono y el fósforo, pues puede 
contribuir con un manejo sostenible de los cultivos, ya que permitirá un mejor 
aprovechamiento de las enmiendas orgánicas. Esto se verá reflejado en una mayor 
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cantidad de nutrientes disponibles para la planta y en una disminución en el uso de 
agroquímicos;. 
La evaluación de la capacidad enzimática se realizó mediante la construcción de 
librerías metagenómicas de insertos grandes (40.000 pares de bases 
aproximadamente), provenientes de los dos diferentes tipos de suelos, de manejo 
agrícola contrastante, y el posterior tamizaje funcional, para identificar posibles 
biocatalizadores que contribuyan al mantenimiento del ciclaje de nutrientes 
relacionados con los ciclos biogeoquímicos del Carbono y Fósforo, dos de los 
elementos fundamentales, desde el punto de vista de nutrición vegetal, en 
ecosistemas agrícolas. Así mismo, se buscó la identificación de clones con 
actividades enzimáticas que tienen aplicación potencial en diferentes procesos 
industriales.  Este proyecto hace parte de la iniciativa en metagenómica liderada y 
llevada a cabo por el Consorcio de Investigación en Metagenómica Agrícola –CIMA- 
conformado por investigadores de la Corporación Corpogen, la Universidad Nacional 
de Colombia sede Bogotá, la Universidad de los Andes y la Corporación para 
Investigaciones Biológicas (CIB) en Medellín. 
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2 FORMULACION DEL PROBLEMA 
 
El suelo es considerado como uno de los principales reservorios de diversidad 
microbiana sobre el planeta. Como lo muestran los análisis de cultivos puros de 
microorganismos edáficos, éste es también una fuente de compuestos agentes 
terapéuticos tales como antibióticos (96), anticancerígenos (115) y nuevos 
biocatalizadores importantes a nivel comercial (141). Sin embargo, se ha visto que la 
tasa de redescubrimiento de compuestos es alta y que la oportunidad de encontrar 
nuevos compuestos a partir de microorganismos cultivables es baja (107). Esto se 
debe a que algunos microorganismos presentes en el suelo no pueden ser cultivables 
bajo las condiciones actuales de laboratorio, lo que sesga los resultados de estos 
estudios pues se trabaja con tan sólo el 1% del total de los microorganismos 
presentes en la comunidad (107).  Es evidente entonces que la búsqueda de nuevas 
moléculas debe realizarse mediante técnicas que permitan obtener información de 
microorganismos no cultivables y de sus genomas, lo que puede ser, sin duda, 
utilizable no sólo en el desarrollo de nuevos productos de interés a nivel industrial 
(113), sino tambien puede ser útil para establecer el potencial metabólico de 
microorganismos edáficos que contribuyan al ciclaje de nutrientes, factor importante 
en de ecosistemas agrícolas, con fines de bioprospección.  
El reciente auge de estudios en microbiología molecular, enfocado en la búsqueda de 
genes ribosomales 16S ARNr en numerosas fuentes ambientales, proporciona 
evidencia de la existencia de nuevos tipos de microorganismos, superiores en 
número y variedades a los microorganismos cultivados en laboratorio (109). De igual 
manera, el avance en las técnicas moleculares como la clonación y secuenciación, ha 
posibilitado el estudio genómico de estos microorganismos no cultivables. La 
metagenómica, entiéndase el análisis genómico de comunidades microbianas, se ha 
valido de estos avances en biología molecular para analizar poblaciones de 
microorganismos de manera independiente de su cultivo, recuperarando el ADN total 
directamente del ambiente (132), Este análisis tiene la ventaja de proveer mayor 
información que la obtenida en técnicas tradicionales, y provee un método para 
acceder a una gran proporción del ADN del suelo u otro ambiente bajo estudio (109).  
En los últimos años, esta estrategia ha generado gran número de resultados, desde 
el punto de vista biotecnológico, en donde se ha podido obtener enzimas y 
metabolitos secundarios con propiedades novedosas de interés industrial (109). 
Aunque algunos grupos están trabajando la aproximación metagenómica aplicada a 
ambientes extremos en Colombia, a nuestro conocimiento no hay reportes sobre 
estudios metagenómicos enfocados a suelos dedicados a cultivos.  Este hecho hizo 
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que se planteara un proyecto integral enfocado al estudio de los microorganismos y el 
metabolismo edáfico de suelos en los que se cultiva la papa criolla (Solanum 
phureja), además con técnicas de manejo agrícola que contrastan los tratamientos 
agroquímicos tradicionales con tratamientos orgánicos, a partir de una aproximación 
metagenómica, con el fin de estimar la diversidad presente e identificar secuencias de 
genes o grupos de genes funcionales microbianos, involucrados en los principales 
ciclos biogeoquímicos. Se buscan además, marcadores moleculares de ADN, 
característicos de estos grupos funcionales microbianos, para usarlos en la 
evaluación de la calidad de este suelo agrícola mediante una placa de microarreglos 
de ADN, que contenga las secuencias específicas de los genes que permitan hacer el 
seguimiento de rutas metabólicas determinadas. El análisis de estos grupos de 
genes, permitirá conocer la presencia/ausencia de los componentes enzimáticos que 
hacen parte de las rutas metabólicas relacionadas con carbono, nitrógeno, azufre, 
hierro y fósforo, elementos esenciales para la nutrición vegetal en ecosistemas 
agrícolas y naturales.  
Este tipo de diagnóstico permitirá el establecimiento y puesta en marcha de 
estrategias de mejoramiento y optimización de las condiciones de cultivo de los 
suelos agrícolas dedicados, en este caso, al cultivo de papa criolla (Solanum 
phureja). Estas estrategias influirían en la mejora de los niveles de productividad, 
competitividad y sostenibilidad del sistema productivo de la papa, bajo los 
lineamientos de producción más limpia y sostenibilidad ambiental, contribuyendo 
significativamente a la disminución de las agroquímicos y a una mejor utilización de la 
riqueza genética presente en este ecosistema (70). 
Como parte del megaproyecto mencionado, se planteó, para este trabajo, la 
construcción de librerías metagenómicas en fósmidos de insertos grandes (35000 a 
40000 pares de bases) para la búsqueda de genes involucrados en el ciclaje del 
carbono y la solubilización del fósforo inorgánico, macronutrientes del suelo,  por 
medio de un tamizaje funcional. Este es el primer trabajo a nivel nacional en utilizar 
una aproximación metagenómica para el estudio de ecosistemas agrícolas modelo.  
Considerando que las propiedades fisicoquímicas y biológicas propias de cada suelo 
(disponibilidad de nutrientes, contenido de agua, temperatura, entradas de abonos 
orgánicos o fertilizantes, entre otros) son tan variables, los microorganismos 
presentes deben generar mecanismos para adaptarse a estos tipos de presión de 
selección, por lo que no se descarta que podamos encontrar enzimas novedosas con 
características físicas y químicas deseables para su aprovechamiento en 
bioprospección y a nivel agrícola (90). 
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La información aquí obtenida permitirá tener una descripción inicial de dicho 
ecosistema, independiente de cultivo, y aportará las secuencias obtenidas de genes 
funcionales al microarreglo, objetivo planteado en el megaproyecto. 
 
3 ESTADO DEL ARTE 
 
3.1 SUELO 
 
El suelo es un recurso viviente, dinámico y no renovable, cuya condición y  
funcionamiento es vital para la producción de alimentos, y para el mantenimiento de 
la calidad ambiental local, regional y global (25).  Es un sistema que comprende una 
variedad de micro hábitats que hace posible la vida de muchos microorganismos y 
macroorganismos, que hacen parte de un ecosistema complejo (33). 
 
La comunidad microbiana, dentro del ecosistema edáfico, es de vital importancia para 
su funcionamiento, dada la cantidad de procesos en los que participa 
(descomposición, ciclado de nutrientes, agregación del suelo y patogenicidad) (26). 
Esta relación de co-dependencia entre el suelo y los seres vivos que lo habitan es 
clave en cualquier investigación sobre el manejo ecológico de un suelo agrícola (50). 
 
Las interacciones que se dan en el suelo afectan diferentes niveles de la cadena 
trófica. Un caso en particular, y la base de la cadena, es la relación entre los 
productores y descomponedores a través del ciclaje de nutrientes, el cual se vuelve 
un factor limitante para los productores (133). Dentro de estos requerimientos 
nutritivos, están elementos como el Carbono, Hidrógeno, Oxígeno, Nitrógeno, Fósforo 
y Azufre,  que son constituyentes principales de la materia orgánica y están 
implicados en los procesos enzimáticos esenciales para desarrollo de la planta (70).  
 
La importancia de los microorganismos en la disponibilidad de algunos de estos  
nutrientes, está dada por la secreción de enzimas que oxidan o hidrolizan la materia 
orgánica con el fin de mineralizarla, dejándola a disposición tanto para ellos como 
para el  resto de organismos. Por lo tanto, se habla del potencial enzimático del suelo 
como la expresión de la actividad microbiológica y su papel para el ciclado de 
nutrientes (70). Hay que tener presente que en los suelos, no sólo se tiene la 
capacidad de transformar o degradar los componentes naturales, necesarios para la 
vida de plantas y microorganismos, sino que además se transforman compuestos 
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xenobióticos recalcitrantes que pueden llegar a perjudicar este ambiente, por lo que 
este ecosistema es considerado como uno de los principales reservorios de 
diversidad microbiana, y de genes para la degradación o transformación de 
compuestos orgánicos sobre el planeta (53).  
Estas características hacen que el suelo sea postulado como un ecosistema blanco, 
ideal para el estudio de metagenómica funcional, cuya relevancia no sólo es en la 
agricultura, industria química y farmacéutica, sino también en los proyectos de 
biorremediación (26). 
3.2   DIVERSIDAD MICROBIANA EN EL SUELO. 
 
 El termino biodiversidad microbiana, describe el número de especies de 
microoganismos diferentes y su abundancia relativa en una comunidad determinada 
en un hábitat dado (33).  Tradicionalmente, este número se ha estimado para el total 
de células procariotas sobre la tierra en 4-6*1030, idea que comprende entre 106 y 108 
genoespecies separadas (grupos taxonómicos distintos basados en el análisis 
secuencias de genes) (18).  Esto representa un enorme potencial biológico y genético 
que puede ser explotado para recuperar posibles nuevos genes, definir rutas 
metabólicas enteras y sus productos relacionados (18).  Se ha estimado que la 
diversidad microbiana del suelo está dentro de un rango de 3000 y 11000 genomas 
por gramo de suelo (133).  Sin embargo, la inmensa diversidad genética y fenotípica 
de bacterias y hongos hacen de esta comunidad una de las más difíciles de estudiar 
(94).   
 
Se ha sugerido que el 99% de las bacterias observadas bajo el microscopio no son 
cultivables por las técnicas comunes de laboratorio (132), por lo que se puede 
suponer que ese 1% es representativo de la entera población y que ese 99% es 
simplemente un estado fisiológico que evita que sean cultivados en los medios 
actuales, o que es posible que el 99% sean fenotípicamente y genéticamente 
diferentes de ese 1% y solo la minoría de la población está representada (87). Para 
vencer este obstáculo del estudio dependiente de cultivo, se han desarrollado varios 
métodos para identificar y estudiar esos microorganismos, como el análisis de ácidos 
grasos y métodos como las diferentes variaciones de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR por sus siglas en ingles) para analizar ADN y ARN (68). 
 
Típicamente regiones de ADN que codifican para el 16S ARNr, 18S ARNr o ITS son 
blancos para la construcción de iniciadores para el estudio de la diversidad, ya que 
estos genes están presentes en todos los microrganismos y poseen regiones 
definidas para la clasificación taxonómica que no están sujetas a transferencia 
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horizontal (145). Es de resaltar que la utilización de iniciadores universales para la 
amplificación PCR de diversos genes 16S del total del ADN de la comunidad, han 
generado una vasta cantidad de datos acerca del taxa y de especies presentes en un 
hábitat (138), redefiniendo la diversidad procariota (122). De esta manera este tipo de 
estudios han revolucionando la ecología microbiana: por ejemplo, suelos que han 
mostrado ser poco diversos cuando se analizan con técnicas de cultivo tradicional, 
han mostrado, mediante el análisis de 16S, ser los hábitat más ricos en diversidad de 
procariotas sobre la tierra (122). 
  
Si bien el análisis del ARNr 16S proporciona una valiosa información acerca de la 
diversidad y la evolución de los microbios, este da pocos datos acerca de la 
información genética de los diferentes microorganismos de la comunidad y del papel 
funcional de estos dentro de su hábitat (126). Para determinar una posible relación 
entre la diversidad y la funcionalidad de las comunidades bacterianas presentes en el 
suelo se requiere de estudios complementarios (122).  
 
Se plantea entonces la aproximación metagenómica, herramienta que usa el gen 16S 
ARNr como un marcador filogenético para identificar clones que pertenecen a un 
microorganismo específico (6) y se secuencia  ADN flanqueante para obtener 
información acerca de la fisiología del microorganismo (122). Como ejemplos de la 
utilización de esta aproximación tenemos  el estudio de Bejá y colaboradores (2000) 
los cuales hacen un gran descubrimiento acerca de la detección de un marco abierto 
de lectura que codifica para rodopsina en una y-proteobacteria.  Siendo este el primer 
indicio que este tipo de organismos encontrados en la superficie del agua son 
capaces de cargar con una nueva forma de fototropismo el cual era supuestamente 
exclusiva de Archaea (11); y por otro lado la reconstrucción del metagenoma de un 
ecosistema usando secuenciación shotgun.  Este método fue utilizado para 
reconstruir el metagenoma de una biopelícula acidofílica de baja diversidad (136).  
Dentro del análisis de clones por 16S ARNr se reveló la presencia de solo tres linajes 
Archaea y Bacterias y a través de esta reconstrucción ellos fueron capaces de otorgar 
un proceso a un microorganismo específico y demostrar la interdependencia 
metabólica de la comunidad de la biopelícula (122). 
 
Teniendo en cuenta estas investigaciones, se plantea que la información obtenida 
dentro de las librerías metagenómicas, puede ser utilizada para determinar tanto la 
diversidad de la comunidad como su actividad (122). Estos análisis han 
proporcionado un paso hacia la explotación de la diversidad microbiana en 
agricultura, salud, industria y problemas ambientales (26). 
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3.2.1 METODOS PARA ESTUDIAR LA DIVERSIDAD MICROBIANA EN EL 
SUELO 
 
Los métodos que han sido utilizados, para medir la diversidad microbiana en suelo 
están categorizados dentro de dos grupos: las técnicas basadas en bioquímica y 
técnicas basadas en biología molecular (68). 
 
La siguiente Tabla resume las características de cada una de las técnicas 
bioquímicas señalando ventajas y desventajas de cada una. 
 
 
Tabla 1.  Técnicas bioquímicas, utilizadas para el estudio de la diversidad microbiana (68) 
 
METODO VENTAJA DESVENTAJA REFERENCIA 
Conteo en placa Rápido y Barato 
No detecta los 
organismos no 
cultivables. 
Sesgo hacia los 
organismos de 
crecimiento rápido 
Sesgo a especies de 
hongos que producen 
gran cantidad de 
esporas 
(128) 
Perfil fisiológico a nivel 
de comunidad( CLPP) 
Rápido, altamente 
reproducible, 
relativamente barato, 
Diferencia entre 
comunidades 
microbianas. 
Genera gran cantidad de 
datos. 
No toma los organismos 
no cultivables. 
Sesgo a organismos de 
crecimiento rápido. 
Solo representa aquellos 
organismos capaces de 
utilizar fuentes de carbón 
disponibles. 
Sensitivo a la densidad 
del inoculo 
(34, 148) 
(146) 
Análisis de ácidos 
grasos metil ester 
(FAME) 
No necesita cultivar el 
organismo, directa 
extracción del suelo 
Sigue organismos 
específicos o 
comunidades 
Puede ser influenciado 
por factores externos. 
Presenta la posibilidad 
de que los resultados 
puedan ser confundidos 
por otros organismos 
(117) (13) (38). 
  
Dentro de las técnicas moleculares para estudiar la diversidad se incluye la re 
asociación de ADN, hibridación ADN-ADN y ARNm-ADN, clonación ADN, 
secuenciación de alto rendimiento (high-troughput) y otros métodos basados en PCR 
como electroforesis de gradiente denaturante (DGGE) (68). 
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Una de las técnicas de hibridación que ha estado adquiriendo mucha fuerza, dentro 
de los estudios de diversidad, es el microarreglo de ADN, que se basa en la 
hibridación del ADN-ADN o ADNc-ADN para detectar e identificar especies 
bacterianas (21) o para evaluar la diversidad microbiana (39).  Este microarreglo 
puede contener genes blancos específicos para proveer información de la diversidad 
funcional o puede contener una muestra de ambientes ―estándar‖ (fragmentos con 
menos del 70% de hibridación) representando diferentes especies encontradas en la 
muestra ambiental (39). 
 
Otros métodos  basados en biología molecular para estudios ecológicos se basan en 
la clonación de genes blancos aislados de muestras ambientales. Sin embargo, la 
secuenciación de estos clones mediante técnicas tradicionales se torna rutinaria, 
costosa y dispendiosa  (130). Se abre, entonces, la posibilidad de utilizar otras 
técnicas más rápidas y económicas para evaluar la diversidad microbiana en las 
cuales el ADN es extraído de muestras ambientales, purificado; seguidamente el ADN 
blanco es amplificado utilizando iniciadores específicos y el producto resultante es 
separado por diferentes vías (68), abriendo una ventana más para el estudio a partir 
de la metagenómica. 
 
3.2.2 SECUENCIACIÓN DE ADN 
 
Tradicionalmente, el estudio de genes de ambientes naturales incluía la clonación de 
ADN en un vector, luego la inserción del vector en un hospedero, seguida por su 
detección, y la secuenciación tradicional vía Sanger (15).  Sin embargo la necesidad 
de una metodología más rápida, fácil y económica, de alto rendimiento y altamente 
confiable ha ido incrementando, ya que se ha visto su importancia para los diferentes 
estudios moleculares. Esta demanda ha impulsado el desarrollo de diferentes  
tecnologías de secuenciación independientes de clonación: dentro de estas, la 
pirosecuenciación (114) ha tenido un gran auge por permitir la secuenciación de 
regiones técnicamente difíciles (una fuerte estructura secundaria o alto contenido de 
Guanina-Citosina) y por cubrir regiones recalcitrantes a clonación en E.  coli (15).  
En este método, el ADN genómico es fragmentado, generando tamaños pequeños 
(300-800pb).  Posteriormente, el ADN es reparado y ligado, en sus extremos, con 
adaptadores para su secuenciación (114).  Se amplifica este fragmento que luego es 
denaturado. Estas microesferas contienen múltiples copias del mismo fragmento de 
ADN y son depositadas dentro de pozos de fibra óptica (Figura 1 A,B ) donde son 
convertidas en una librería de ADN de cadena sencilla (60).  Posteriormente estas 
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microesferas son colocadas sobre platos PicoTiter  en donde cada pozo es lleno de 
perlas pequeñas las cuales son inmovilizadas junto con enzimas (ADN polimerasa, 
ATP sulfurilasa, luciferaza y apirasa) requeridas para la reacción de 
quimioluminiscencia (114). 
 
Esta técnica se basa en la secuenciación por síntesis, en la que la secuenciación de 
una cadena sencilla de ADN ocurre durante la síntesis de su cadena complementaria.  
El montaje fluido del instrumento provee dNTPs uno por uno a través de una 
conducción de flujo.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura1: Esquema del flujo de trabajo para pirosecuenciación de Roche/454 Life Science.  (A) El ADN es 
extraído del ambiente y almacenado dentro de una librería de ADN de cadena sencilla.  (B) PCR en 
emulsión, que se encarga de amplificar el ADN sobre microesferas.  Tomado y modificado de (60) 
 
El pozo donde la base complementaria está presente en la cadena molde incorpora 
ese dNTPs generando un pirofosfato inorgánico PPi. Este es cuantitativamente 
convertido a ATP por la ATP sulfurilasa en la presencia de adenosina 5´fosfosulfato 
(APS).  Este ATP es usado en la conversión de luciferina a oxiluciferina mediada por 
la luciferaza, lo que genera luz visible (Figura 2) en cantidades que son 
proporcionales a la cantidad de ATP (114).  Cuatro reacciones enzimáticas son 
repetidas para realizar la secuenciación por este método.  Finalmente los nucleótidos 
y ATP no incorporados son degradados por la apirasa antes de que el siguiente dNTP 
en el ciclo sea adicionado; esta reacción ocurre dentro del pozo (114). 
 
Página | 26  
 
 
Figura 2: Señal lumínica para la detección de cada nucleótido dentro de la secuencia.  Tomado y 
modificado  de (60). 
 
Las principales ventajas de esta tecnología aparte de su economía , es la 
paralelización de las muestras y la rapidez de la secuenciación, convirtiéndolo en el 
método más rápido de secuenciación hasta la fecha (114).  Por otro lado la longitud 
de su secuencia que ha sido mejorada y paso de 100pb a 400pb que va ha ser útil en 
los diferentes pasos para el análisis de las secuencias (60). 
 
Mardis (83), reporta que esta plataforma es la más utilizada en trabajos 
metagenómicos, requiriendo una muestra de 3-5 µg de doble cadena y de alto peso 
molecular debido a los diferentes procesos a que es sometida la muestra, además de 
una nueva cuantificación no espectrofotométrica basado en  fluorescencia 
(picoGreen) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).  Esta tecnología, tiene un 
inmenso potencial y ha abierto una nueva perspectiva para la explotación 
metagenómica al mejorar la longitud de la lectura y la rapidez con que son obtenidos 
los datos para su análisis. 
 
 
3.3 METAGENÓMICA 
 
El término metagenómica se refiere al análisis genómico de comunidades 
microbianas, independiente de cultivo, en un nicho ambiental particular.  El término 
fue dado por Handelsman 1998 y subsecuentemente explicado del concepto 
estadístico de meta-análisis (el proceso de combinar estadísticamente análisis 
separados) y genómico (el análisis del material genético de un organismo) (108). 
 
En los años 90, cuando se pone en evidencia que las técnicas de cultivo tradicionales 
no eran capas de aislar sino el 1% de lo diversidad bacteriana en muchas muestras 
ambientales, se generó una gran perspectiva para identificar esos organismos 
llamados no cultivables y estudiar su potencial biotecnológico.  La metagenómica 
surgió para ser utilizada en el estudio de estos microorganismos no cultivables que 
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representan hasta el 99% de la población microbiana en un ambiente determinado 
(112).  Sin embargo uno de los objetivos planteados con el estudio metagenómico no 
era sólo identificar la diversidad microbiana y explorar su prospecto biotecnológico, 
sino también comprender la composición de la comunidad y asignar un rol a la 
microbiota no cultivable de un nicho particular (114). 
 
La idea de la directa clonación del ADN ambiental fue dada por primera vez por 
Norman Pace en 1985, y aplicada por Landmark, quien logró la construcción de una 
librería con un vector fósmido de el ADN metagenómico entero de una muestra 
oceánica en 1996 (114). Así, la aproximación metagenomica se forma en los 
recientes avances en genómica microbiana, en la amplificación por PCR y en la 
clonación de genes directamente de muestras ambientales (112).  Mientras en la 
PCR se necesita diseñar iniciadores para su amplificación, la extracción directa y 
clonación del ADN ofrece la oportunidad de capturar operones o genes que codifican 
vías que puedan dirigir la síntesis de moléculas complejas tales como antibióticos y 
de esta manera el estudio metagenómico puede estar dirigido a la búsqueda de 
genes de interés (112). 
 
Dentro de este campo se destacan los estudios de biopelículas del drenaje de la mina 
ácida (76Mpb de ADN, dos genomas completamente ensamblados y 4000 genes 
putativos identificados) (137) y el metagenoma del mar del Sargasso (> de 1Gpb de 
ADN, y 1,2 millones de genes putativos identificados), (138) que ha permitido la 
identificación de una gran diversidad de genes nuevos, demostrando la capacidad 
que tiene esta aproximación para el descubrimiento genómico. 
 
La siguiente Tabla muestra algunos de los trabajos donde ha aplicado la 
metagenómica en estudios de suelos, y que han llevado al descubrimiento de nuevos 
genes con atractivo biotecnológico.   
 
 
Tabla 2.  Estudios realizados en suelos, utilizando la herramienta metagenómica.  
 
AUTOR 
VECTOR DE 
CLONACIÓN 
TAMAÑO 
DEL 
INSERTO 
DESCUBRIMIENTO 
(109) BAC  27kb 
Un clon con actividad ADNasa, 1 clon con actividad antibacterial, dos 
con actividad lipasa, ocho clones con actividad amilasa y 29 clones 
presentaron actividad hemolítica 
 
(82) 
 
BAC 37kb 
uno de los clones con actividad antimicrobiana contra B.  subtilis reveló 
cuatro ORF con homologías de genes que codifican largas cadenas de 
ácidos grasos coA ligasa, fenilalanina-4monooxigenasa, 4-hidroxifenil 
piruvato dioxigenasa y ciclohexadienilo dehidratasa, enzimas implicadas 
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en la conversión de tirosina y fenilalanina a ácido homogentísico, 
relacionado con dicha actividad antibacterial 
(36) BAC 44.5 kb 
un potencial antibiótico turbomicina A y B exhibiendo un amplio espectro 
de actividad antibiótica contra organismos gran negativos y gran 
positivos 
(17). Cósmido pWED1 DNP 
Encuentran varios nuevos genes poliquétido sintetasa, utilizando dos 
hospederos E.coli cepa DH10B y DH5α y Streptomyces lividans TK24 
así como un vector lanzadera pOS700I 
(69) pBluescrip SK+ 3 A 5.6 Kb 
Identificaron genes que confieren la capacidad de oxidar cadenas cortas 
polioles o reducir el correspondiente compuesto carbonil 
 
(127) 
Fósmido 33 Kb 
Recuperan operones catabólicos para compuestos aromáticos de lodos 
usados para el tratamiento de aguas residuales, usando como sustrato 
catecol, en esta librería se obtuvieron 91 clones positivos para extradiol 
dioxigenasas (EDOs) 
(48) pZerO-2 5.5 Kb 
Descubren una nueva estireno monooxigenasa de un metagenoma de 
65,000 clones por su habilidad de formar índigo en E.coli. 
(5) 
pCF430 
pCC1BAC 
pCC1FOS 
5-10 Kb 
Identificación de genes que median resistencia a antibióticos β- 
lactámicos, 14 clones que confieren resistencia a E. coli fueron 
identificados, además se halló un clon que presenta una bifuncional β-
lactamasa. 
(22) pEpiFOS-5 40 Kb 
Presento actividad antifúngica contra Saccharomyces servicidae la 
secuencia muestra similitud a los genes de bacterias tipo II PKS2 
(144). pUC18 3 a 7 kb Dos nuevos genes que codifican lipasas. 
 
3.3.1 ANALISIS DE LAS LIBRERIAS METAGENÓMICAS BASADOS EN 
FUNCIÓN DE GENES 
 
Este análisis es iniciado para la identificación de clones que expresan una 
característica deseada dentro de un sustrato específico, seguido por la 
caracterización del clon activo por secuencia y análisis bioquímico.  Esta 
aproximación permite identificar clones con potenciales aplicaciones en medicina, 
agricultura e industria; debido a que se enfoca en productos naturales o proteínas que 
tengan una actividad útil (112).  Para tener éxito en este procedimiento se requiere 
que haya transcripción y traducción de los genes o del gen de interés y secreción del 
producto del gen (42).   
La mayoría de los métodos de tamizaje funcional depende de plaquear clones sobre 
un medio agar diferencial indicado y obtener la actividad a través del cambio de color 
o la formación de un halo alrededor de la colonia.  Estos métodos difieren en su 
sensibilidad, sin embargo los tamizajes funcionales menos sensibles  aunque 
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detectan pocos biocatalizadores, son más activos que los que son detectados por 
tamizajes mas sensibles (123). 
La ventaja de este procedimiento es que se  pueden identificar tanto genes descritos 
previamente como secuencias nuevas ya que no se requiere conocer la secuencia 
del gen de interés. Mediante esta aproximación se han descubierto genes nuevos que 
codifican para amilasas (147), lipasas (69) y esterasas (102) (66) entre otras enzimas 
de gran valor biotecnológico: estas secuencias presentan entre el 20 y 40% de 
identidad con las proteínas reportadas, indicando que son enzimas nuevas que 
además muestran rangos de actividad a temperaturas y pH diferentes  al  ambiente 
en el que habitan estos microorganismos. 
La limitación de este procedimiento es que varios miles de los clones que son 
analizados por tamizaje por lo general menos del 0,01% son clones activos, debido a 
que hay genes de muestras ambientales que podrían no ser expresados en un 
hospedero bacteriano particular como es por excelencia Escherichia coli (126).  Por 
este gran inconveniente se propone utilizar hospederos alternos como 
Streptomyces,(143) Bacillus, Rhizobium o Pseudomonas (43), además de la 
utilización de vectores lanzadera que puedan facilitar la expresión simultánea del 
ADN ambiental en hospederos alternativos (42).  De igual manera, para este tipo de 
vectores y sistemas alternativos, se enfatiza en la necesidad de tecnologías de 
tamizaje de alto rendimiento específicos para productos requeridos ya que el alto 
rendimiento es de difícil implementación para los mismos (114). 
 
3.3.2 ANALISIS DE LA LIBRERÍA METAGENÓMICA BASADOS EN SECUENCIA  
 
Los análisis metagenómicos basados en secuencia, emplean secuencias de ADN 
conservadas para detectar genes que muestran homología con las secuencias 
presentes en la base de datos. Estas secuencias son usadas para diseñar sondas de 
hibridación o indicadores para PCR que son usados para tamizar la librería 
,adicionalmente este tipo de análisis puede involucrar secuenciación completa de 
clones que contengan marcadores filogenéticos como genes 16S ARNr que ayudan a 
unir un fragmento genómico particular a un linaje que es la fuente probable del 
fragmento del ADN (42). 
 
La distribución y redundancia de funciones en una comunidad, el vínculo de estas 
características con su posible papel dentro del ambiente, organización genómica y 
transferencia horizontal de genes pueden ser inferidos utilizando este tipo de análisis 
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(42).  Sin embargo la principal limitación de este método es la dependencia del diseño 
de iniciadores sobre información existente acerca de secuencias, favoreciendo las ya 
conocidas y omitiendo el aislamiento de miembros de familias no conocidas (42). 
 
Genes similarmente funcionales resultantes de evolución convergente es probable 
que no sean detectados por un set de iniciadores de PCR específicos para familias 
de genes (118) (18) y por último, solo un fragmento de un gen estructural podría 
típicamente ser amplificado por PCR, requiriendo pasos adicionales para acceder a 
genes de mayor tamaño (18).  La combinación de PCR de regiones conservadas 
pequeñas con la técnica del genoma andante para obtener las secuencias corriente 
arriba y corriente abajo flanqueando los fragmentos, hace posible obtener y 
caracterizar genes enteros (59).   
 
 
 
3.4 ACTIVIDADES MICROBIANAS INVOLUCRADAS EN LOS CICLOS DEL 
FÓSFORO Y CARBONO 
 
Los estudios metagenómicos han mostrado un gran interés en la búsqueda de 
biocatalizadores debido a que ellos tienen potencial aplicación en procesos 
industriales y ecológicos (123).  El hecho que tradicionalmente los biocatalizadores 
podrían solo ser obtenidos de bacterias aisladas, fue una de las principales 
limitaciones para  su  amplia aplicación en la industria (123).  El campo de la 
metagenómica ha permitido revelar y acceder de manera eficiente a ese potencial 
oculto en la mayoría de procariotas no cultivables (122).  
 
De ahí la importancia de utilizar este tipo de aproximación en suelos de tendencia 
agrícola, en donde debido a su tipo de manejo se generan condiciones en donde se 
hace posible el hallazgo de nuevas enzimas con mejores propiedades a las ya 
reportadas, y esto contribuiría a mejorar la calidad del suelo, permitiendo un mejor 
aprovechamiento en este caso de las  enmiendas que son aplicadas para elevar la 
producción del cultivo. Basándonos en este echo,  nos enfocamos en la búsqueda de 
enzimas que contribuyen no solo  al ciclaje del carbono y del fósforo sino que además 
cuentan con un potencial para ser utilizado a nivel biotecnológico.  
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3.4.1 CICLO DEL FÓSFORO 
 
Después del Nitrógeno, el Fósforo es el segundo nutriente inorgánico necesario para 
las plantas y los microorganismos (19).  En la agricultura el Fósforo es el segundo 
fertilizante mineral esencial para la producción del cultivo, comprendiendo 
aproximadamente 0,2% de el peso seco de la planta (72).  A diferencia del Carbono y 
del Nitrógeno, el Fósforo no presenta un intercambio con el ambiente, la mayor parte 
del Fósforo se deposita en las rocas y en el suelo y una vez en el mar se pierde 
completamente.  La forma absorbida del Fósforo por las plantas es el anión 
ortofosfato, que en el pH de la gran mayoría de los suelos se encuentra en forma 
mono (H2PO4
-) y Fósforo bibásico (H2PO4
2), precipitándose con el Ca2+, Mg 2+, Al y el 
Fe2+ en un pH neutro o alcalino, en un pH alto vuelve a resultar disponible.  Sin 
embargo, esto no beneficia a las plantas ya que la alcalinidad inhibe su crecimiento 
(19). 
 
Este ciclo implica la transformación del Fósforo entre los depósitos orgánicos e 
inorgánicos en donde los microorganismos juegan un papel primordial en la 
solubilización, la inmovilización y la mineralización (19).  Las bacterias que solubilizan 
el fósforo representan un 10% de la población microbiana del suelo (19).  Se trata de 
organismos de la rizósfera como Bacillus, Micrococcus, Mycobacterium, 
Pseudomonas, entre otros y algunos hongos (19).  Bioinoculantes representados por 
esos organismos son usados como alternativa verde como fertilizantes químicos (10). 
 
El Fósforo se encuentra en el suelo como Fósforo mineral insoluble o materia 
orgánica y es liberado de compuestos orgánicos por procesos enzimáticos tales como 
fosfatasas ácidas o alcalinas y fitasas, mientras la producción de ácidos orgánicos, 
como ácido glucónico y el ácido 2-cetoglucónico por microorganismos es el principal 
mecanismo para solubilizar el Fosfato mineral, como es el caso de Fosfato tricalcio 
(TCP) o hidroxiapatita (72) (10).  Las bacterias que tienen la habilidad de disolver 
Fosfato de calcio pobremente soluble, presentan un  fenotipo conocido como 
solubilizador de Fosfato mineral (Mps+).  Este fenotipo ha tenido gran interés en la 
microbiología de agricultura y ecología microbiana, debido a que pueden mejorar la 
disponibilidad de Fósforo para el crecimiento tanto de las plantas como el crecimiento 
microbiano (9).  El fenotipo Mps+ ha sido asociado con la producción de ácidos 
orgánicos y se demostró que el fenotipo Mps+ dado por Erwinia herbicola y 
Pseudomonas cepacia es el resultado de la dilución de Fosfato de calcio mediada por 
ácido glucónico (9). 
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Los ácidos orgánicos secretados pueden directamente disolver el Fosfato mineral 
como un resultado de cambio aniónico o puede quelar iones Fe y Al asociados con el 
Fosfato. Finalmente el Fósforo insoluble es convertido en iones solubles monobásicos 
(H2PO4) y bibásicos (HPO4
-2) (44). 
 
El ácido glucónico es producido en el espacio periplásmico por la vía directa de 
oxidación.  El primer paso de esta vía es la oxidación de la glucosa a ácido glucónico 
vía glucosa deshidrogenasa unida a membrana (GDH; EC 1.1.99.17).  Esta enzima 
contiene 2,7,9, tricarboxil-1H-pirrolo [2,3-f-]-quinoline-4,5-diona (pirroloquinoline-
quinone PQQ) como grupo prostético, de tal manera que la holoenzima funcional es 
una quinoproteina (9).  Esta quinoproteína juega un importante papel en la regulación 
de procesos energéticos de muchas gram negativas incluyendo especies de 
Pseudomonas (79).  Además, controlan un único paso en esta vía metabólica, 
generando una fuerza motriz transmembranal de protones, vía la oxidación de 
azúcares aldosa (79). 
 
Este fenotipo ha sido estudiado por Safura y colaboradores (1990), para ser la base 
de un fertilizante de Fosfato para el crecimiento de cultivos o plantas.  Ellos han 
identificado genes Mps en bacterias gram negativas, en estudios en el cual el gen de 
Mps+ ha sido expresado en Escherichia coli, teniendo en cuenta que esta cepa 
presenta un fenotipo Mps- debido a que no sintetiza holo-GDH y es además incapaz 
de iniciar la directa vía de oxidación (9), dentro de este estudio se plantea el siguiente 
modelo.  La bacteria presenta constitutivamente una apo-GDH que está integrada 
sobre la cara externa de la membrana citoplasmática cuando el cofactor PQQ está 
presente en el medio, (PQQ es posiblemente absorbida de el medio como una 
vitamina) (37), estos dos se unen para formar la holoenzima y realizar la vía de 
oxidación de la glucosa (37).  Por otro lado si genes para la síntesis de PQQ funcional 
de otra bacteria son suplidos, la actividad GDH se muestra (37). 
 
Estudios detallados han mostrado que el conjunto completo de genes que codifican 
proteínas para la síntesis de PQQ está entre el rango de 4 genes en Acinetobacter 
calcoaceticus a 7 genes en Methylobacterium extorquens. Los 4 genes que son 
requeridos para la síntesis de PQQ codifican un polipéptido de 24 aminoácidos (125).  
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas fluorescens también contienen un polipéptido 
similar que es requerido para la síntesis de PQQ, determinándose un motivo 
conservado Glu, Val, Thr, X-Tyr, presente dentro de todas las bacterias que forman 
este péptido, siendo la tirosina y glutamato (Figura 3), usados como sustratos para la 
biosíntesis de la PQQ por la enzima PQQ sintasa (125). 
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Figura 3: Tirosina y glutamato como sustrato para la síntesis de PQQ (125). 
 
Dentro de los estudios metagenómicos, se ha reportado la búsqueda de actividad 
fosfatasa y actividad fitasa dentro de librerías construidas en el vector plasmídico 
pJOE930, a partir de muestras de suelo y compost, obteniendo 13 clones positivos de 
31967 colonias, utilizando como sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (X-
phosphate, disodium salt, Applichem, Darmstadt, Alemania) (73).  Sin embargo, no se 
encontraron reportes a nivel de estudios metagenómicos de genes que codifiquen 
para la síntesis de la PQQ cuya presencia es importante para que se lleve a cabo la 
síntesis del ácido glucónico. 
 
3.4.2 ENZIMAS IMPORTANTES EN EL CICLAJE DEL CARBONO 
 
La degradación en el suelo de restos de plantas y animales es un proceso 
fundamental, debido a que el Carbono es recirculado a la atmósfera como Dióxido de 
Carbono (CO2). Los microorganismos liberan Carbono a la atmósfera en forma de 
CO2, pero cierta fracción permanece unida a la materia orgánica del suelo y a otros 
componentes microbianos.  Aproximadamente 1,2% al 6,3% de la materia orgánica 
en la mayoría de los suelos es de carácter lipídico y del 5% al 25% son carbohidratos 
aportados principalmente por las plantas en forma de azúcares simples provenientes 
de la celulosa o hemicelulosa, compuestos que son degradados rápidamente por 
bacterias, actinomicetos y hongos; de allí la importancia de buscar enzimas 
secretadas por estos microorganismos que contribuyan al ciclaje del Carbono (124). 
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3.4.2.1   PROTEASAS 
 
Las proteasas son constituyentes esenciales de todas las formas de vida sobre la 
tierra.  Son enzimas proteolíticas las que cortan largas secuencias de amino ácidos 
en fragmentos peptídicos, un proceso que es esencial para la síntesis de todas las 
proteínas, (116).  Las proteasas microbianas han sido ampliamente estudiadas 
debido no solo a su papel en el proceso metabólico celular, sino también por su 
interés a nivel industrial siendo utilizadas desde 1914 como aditivos para detergentes 
(40). 
 
Los microorganismos sintetizan diferentes proteasas, las cuales se pueden encontrar 
intracelulares y extracelulares.  Las proteasas intracelulares son importantes para 
varios procesos metabólicos y celulares (40).  Mientras que las proteasas 
extracelulares son importantes para la hidrólisis de proteínas en ambientes libres de 
células permitiendo que la célula absorba y utilicé el producto hidrolítico (40), además 
estas proteasas han sido explotadas a nivel comercial, para ayudar a la degradación 
de proteínas en varios procesos industriales (99). 
 
Las proteasas son divididas en 2 grupos principales endopeptidasas y exopeptidasas, 
dependiendo de su sitio de acción.  Las exopeptidasas cortan las uniones de los 
péptidos proximales a el amino (N-terminal) o carboxi (C- terminal) del sustrato, ellas 
son clasificadas como amino y carboxilpeptidasas.  Las primeras actúan en el N- 
terminal de la cadena de polipéptidos y libera residuos de amino ácidos únicos, 
dipéptido o un tetrapéptido y están presentes en bacterias y hongos.  En general son 
enzimas intracelulares pero hay reportes de una aminopeptidasa extracelular 
producida por Aspergillus oryzae (99), mientras que las carboxipeptidasas actúan 
sobre el C terminal de la cadena de el polipéptido liberando un único aminoácido o un 
dipéptido.  Estas enzimas son divididas en 3 grupos: serina carboxipeptidasa, 
metalocarboxipeptidasa y cisteína carboxipeptidasas; grupos basados sobre la 
naturaleza de los residuos de amino ácidos del sitio activo de la enzima (99). 
 
Las endopeptidasas se caracterizan por su acción en las uniones peptídicas , en las 
regiones internas de la cadena del polipéptido lejos de los extremos terminales (99), 
están divididas dentro de 4 subgrupos basados sobre su mecanismo catalítico en: 
serina proteasa (EC.3.4.21), aspártico proteasas, (EC.3.4.23) cisteína proteasas 
(EC.3.4.22) y metaloproteasas.  (EC.3.4.24) (99).  Sin embargo se han reportado dos 
tipos de proteasas más: glutámico y treonina proteasas (100), las cuales tienen 
diferentes mecanismos de acción y procesos biológicos (99). 
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Las proteasas son empleadas en varios sectores industriales como empresas de 
detergentes, comida, farmacéutica, cuero, diagnóstico, manejo de basuras y 
recuperación de metales.  Sin embargo, el gran interés en el mercado está dado por 
proteasas alcalinas activas y estables en un rango de pH alcalino (40).  Dentro de los 
estudios realizados para encontrar actividad proteolítica sobre tamizaje de librerías 
metagenómicas (73, 109) un tamizaje 100000 colonias de ADN de suelos alcalinos de 
Heidelberg, Alemania construido en el vector plasmídico pUC18, señaló un clon 
positivo, obtenido de Agar Leche; este inserto aparentemente alberga una 
metaloproteasa de 30kDa (40).  Otro estudio  con muestras de sedimentos marinos 
señaló que de 30.000 clones fosmídicos uno presentó actividad  identificándose como 
una Metalopeptidasa de 39 Daltons mostrando actividad optima de 50°C y un pH 
optimo de 7 (74). 
 
3.4.2.2   LIPASAS 
 
Los lípidos constituyen una gran parte de la biomasa de la tierra y las enzimas 
lipolíticas juegan un papel importante en la producción de estos compuestos 
insolubles en agua.  Estas enzimas, están Involucradas en el desglose y en la 
movilización de lípidos dentro de la célula de organismos individuales, así como en la 
transferencia de lípidos de un organismo a otro (47). 
 
Las lipasas son parte de la familia de las hidrolasas que actúan sobre uniones ester-
carboxílico.  El papel de las lipasas es hidrolizar los triglicéridos en diglicéridos, 
monoglicéridos, ácidos grasos y glicerol (47).  Basados sobre su secuencia de 
aminoácidos y propiedades biológicas, las lipasas de origen procariota han sido 
clasificadas en 8 diferentes familias (8) llamadas: verdaderas lipasas, GDSL, lipasa-
hormona sensitiva (HSL) y familias III, V-VIII (8). Las enzimas lipolíticas pueden ser 
clasificadas en 3 principales grupos basados sobre la especificidad del sustrato: 
lipasas (EC 3.1.1.3), esterasas/carboxilesterasas (EC 3.1.1.1.) y fosfolipasas (131). 
 
Las lipasas (EC 3.1.1.3) pueden ser definidas como carboxilesterasas y esterasas 
(EC 3.1.1.1.) las primeras, catalizan la hidrólisis y síntesis de largas cadenas de 
acilgliceroles con cadenas acyl extensas (≥C10), teniendo como sustrato estándar 
trioleoilglicerol, mientras que las esterasas, catalizan la hidrólisis de ésteres de 
glicerol con cadenas acyl cortas (≤C10), con tributilglicerol (tributirín) como sustrato 
estándar (97).  Sin embargo, hay que aclarar que, aunque las lipasas tienen sus 
sustratos, también son capaces de hidrolizar sustratos de cadenas cortas (102). 
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Las lipasas de los procariotas comparten un grupo de amino ácidos conservados, 
incluyendo una serina en un pentapéptido Gly-X-Ser-X-Gly altamente conservado y 
un residuo de aspartato o glutamato que es unido por enlaces hidrogeno a una 
histidina para formar la triada catalítica (102). 
 
Las enzimas lipolíticas son muy estudiadas debido a su potencial biotecnológico.  
Ellas constituyen el más importante grupo de biocatalizadores para aplicaciones 
biotecnológicas y nuevas aplicaciones han sido establecidas con éxito usando lipasas 
para la síntesis de biopolímeros y biodiesel la producción de agroquímicos y 
compuestos para alimentos (47).  Además son usadas comúnmente en la producción 
de ácidos grasos libres, síntesis de péptidos, e inter-esterificación de aceites y 
grasas, como catalizadores quirales para síntesis de químicos finos o conversión 
estereo-selectiva de una variedad de aminas y alcoholes primarios y secundarios 
para la producción de cosméticos y productos farmacéuticos (57).  Estas enzimas son 
también importantes en química orgánica debido a su capacidad de tolerar solventes 
orgánicos (8).  Dentro del estudio metagenómico se han descubierto nuevas enzimas 
con características lipolíticas (Tabla 3), las cuales por lo general, se caracterizan por 
su baja identidad con las lipasas ya reportadas y presentan actividad en rangos de pH 
y de temperatura variados por lo que se han estudiado para posibles aplicaciones 
biotecnológicas. 
 
 
Tabla 3.  Estudios metagenómicos para evaluar actividad lipolítica 
 
 
TIPO DE 
MUESTRA 
 
LUGAR 
 
VECTOR 
 
TAMAÑO PROMEDIO 
DEL INSERTO 
 
CLONES 
 
CLONES 
POSITIVOS 
 
AUTOR 
Ambientales de 
lagunas 
Africa y 
Egipto 
Fagemido Lambda 
ZAP 
6 kb 100.000 1 (101) 
Suelo Alemania pBluescript SK(1) 6.5 kb 73000 4 (49) 
Suelo Corea Plasmids pEpiFOS-5  31000 7 (52) 
Suelos y agua Alemania 
cosmid vector 
pWE15 
35 kb 4100 7 (27) 
Agua de pozo Delhi pUC19 3.8 kb 30.000 11 (97) 
Agua termal Indonesia 
pCC1FOS fosmid 
vector 
20 kb 2000 4 (102) 
Rumen de vaca 
Nueva 
Zelanda 
bacteriophage 
lambda ZAP 
phagemid vector 
5.5 kb 14000 11 (29) 
Manantial 
caliente 
Thailandia pZErO-2  36000 2 (131) 
Suelo Corea pCC1Fos 2.5 Kb 60000 1 (67) 
Suelo Corea pEpiFOS-5 35 kb 33700 6 (75) 
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pUC119 
Suelos 
Madison 
Wisconsin 
BAC 27 kb 3648 2 (109) 
 
Desde el primer reporte de tamizajes para la detección de actividades lipolíticas en 
librerías metagenómicas en el año 2000, donde 13 publicaciones reportan un total de 
76 clones positivos con actividad esterasa – lipasa.  De estos 76 clones solo 11 han 
sido sobre-expresados, purificados y sujetos a caracterización bioquímica detallada 
(122). 
 
3.4.2.3  AMILASAS 
 
El almidón es el principal producto de almacenamiento de muchos cultivos de 
importancia económica como el maíz, el trigo, el arroz, la papa y la yuca; consiste de 
dos polímeros de glucosa: la amilosa la cual tiene exclusivamente enlaces α1-4 y 
amilopectina la cual contiene, además, ramificaciones debidas a enlaces α1-6 (Figura 
4) (89). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Estructura del almidón 
http://web.educastur.princast.es/proyectos/biogeo_ov/2BCH/B1_BIOQUIMICA/t13_GLUCIDOS/informacion. 
 
 
Anteriormente, el estudio se centro en el uso de enzimas que convierten el almidón 
en la producción de hexosas (maltodextrina, glucosa y zumo de fructosa) (3).  Cuatro 
grupos de enzimas fueron identificadas y denominadas endoamilasas, exoamilasas, 
transferasas (3). 
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Dentro de la familia de las endo-amilasas se encuentran las α-Amilasas (α-1,4-
glucan-4-glucanohidrolasas EC 3.2.1.1), enzimas que contiene calcio y catalizan el 
corte de uniones glicosídicas α-D-(1-4) al azar, presentes en la amilosa (Figura 5) 
descomponiéndolos en maltotriosa y maltosa o en glucosa y dextrina desde la cadena 
de amilopectina.  Estas enzimas pueden ser encontradas en microorganismos, 
plantas y eucariotas donde tienen un papel importante en el metabolismo de 
carbohidratos (61).  Otras enzimas como exoamilasas tales como β-amilasa, 
amiloglucosidasa, glucoamilasa y α- glucosidasa cortan los enlaces glicosídicos α-1,4 
y el α-1,6, ayudando de igual manera a la hidrólisis del almidón (3). 
 
 
 
 
 
Figura 5: Estructura del almidón y sitio de corte de la alfa-amilasa, la principal enzima utilizada en 
procesos biotecnológicos  
http://www.virtual.unal.edu.co/cursos/ciencias/2000051/lecciones/cap02/imagenes/Anexo21_02.gif 
 
Tabla 4.  Estudios realizados en librerías metagenómicas, identificando clones con actividad amilolítica 
 
TIPO DE 
MUESTRA 
 
LUGAR 
 
VECTOR 
TAMAÑO 
PROMEDIO 
DEL INSERTO 
 
CLONES 
TOTALES 
 
CLONES 
POSITIVOS 
 
REFERENCIA 
 
Suelo 
 
Rio Seoho Sur 
de Corea 
 
pUC19 
 
3.5 kb  
30000 
 
1 
(147) 
Varios No reporta Plasmido No 
especificado 
50000 3 (103) 
Suelo No reporta COSMIDO 
pWE15 
32.5 kb 1532 5 (140) 
Suelo y 
Compost 
Alemania pJOE930  21000 38 (73) 
 
Rumen de 
vaca 
 
Nueva Zelanda 
bacteriofago 
lambda ZAP 
fagemido 
vector 
5.5 kb  
14000 
 
1 
(29) 
Suelo Madison 
Wisconsin 
BAC 27 kb 3648 8 (109) 
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Las amilasas son enzimas de importancia en muchos campos de la industria, 
especialmente en la industria de alimentos.  Esto es debido a características tales 
como su modelo de acción, especificidad de sustrato, optima temperatura y óptimo 
pH (147) (89).  Las α-amilasas son usadas en procesos de liquefacción que 
convierten el almidón en fructosa y zumo de glucosa, utilizadas además para 
reemplazar la costosa malta en la industria de bebidas , además son utilizadas para 
mejorar la harina en la industria de horneado y como aditivo de detergentes (89).  
Cuentan con gran importancia en la biotecnología de hoy, ya que ellas pueden ser 
utilizadas en la química semi-sintética para la formación de oligosacáridos por 
transglicosilación (61).  El espectro de aplicación de las amilasas abarca de igual 
manera el campo clínico y la industria (61). 
Tradicionalmente, la hidrólisis del almidón se lleva a cabo mediante la utilización de 
ácidos y alta temperatura, por la que la búsqueda de enzimas amilolíticas de 
microorganismos es tan importante, reemplazado la hidrólisis acida en 75% de los 
procesos  hidrolíticos, debido a sus grandes ventajas y su cuidado al medio ambiente 
(61).  La Tabla 4 señala los estudios metagenómicos enfocados en la búsqueda de 
enzimas amilolíticas. 
De las investigaciones reportadas en la Tabla anterior, del total de clones obtenidos 
como positivos, solo 4 han sido purificadas y caracterizadas (103, 147). 
3.4.2.4   CELULASAS 
 
La celulosa es un polímero lineal de moléculas de glucosa unidas mediante enlaces 
β-1,4, (Figura 5), es el componente estructural de las paredes celulares de las plantas 
y es catalogada como el principal biopolímero de la naturaleza (81).  Debido a su 
abundancia la biodegradación de la celulosa tiene gran impacto sobre el ciclo del 
Carbono global y recuperación de una fuente natural.  Para su degradación se 
necesita un grupo de enzimas denominadas celulasas, que catalizan la hidrólisis de la 
celulosa en azúcar (62). 
 
Las celulasas de hongos y de bacterias han sido clasificadas dentro de 3 tipos: 
endoglucanasas (EC 3.2.1.4) exoglucanasas (EC3.2.1.91) y β-glucosidasas(EC 
3.2.1.21) (41) (76). 
 
Las endoglucanasas hidrolizan al azar uniones internas  de los enlaces glicosidicos β-
1,4, como resultado el polímero rápidamente disminuye su longitud y la concentración 
de el azúcar reducido aumenta lentamente.  Posteriormente las exoglucanasas 
hidrolizan la celulosa por remover las unidades de celobiosa de el final no reducido de 
celulosa (93), finalmente la celobiosa es convertida en glucosa por la β-glucosidasa. 
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Figura 6: Estructura de la celulosa.   
Tomado de http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Launchpad/9071/Polissac.html 
 
 
Las celulasas consisten de dos o más dominios funcionales con una combinación de 
un dominio catalítico y un dominio de unión a celulosa, conectado por una secuencia 
con un arreglo común.  Los dominios catalíticos de glicosil hidrolasas están 
clasificados dentro de familias sobre la base de similitud de la secuencia de 
aminoácidos.  Las endoglucanasas producen largos celooligómeros y son agrupadas 
dentro de 12 familias.  Las celobiohidrolasas producen celobiosa y están agrupadas 
dentro de 5 familias, por otra parte, el dominio de unión a celulosa es un dominio no 
catalítico que media la unión de la celulasa a la superficie de la celulosa insoluble, 
estos dominios son también clasificados dentro de varias familias basadas en la 
similitud en su secuencia de aminoácidos (92). 
 
Las celulasas son requeridas en grandes cantidades debido a su aplicación en 
muchas industrias como en textiles, detergentes, comida para humanos , comida para 
animales, biocombustibles, papel y pulpa, farmacéutica y manejo de desperdicios 
(12). 
 
Dentro de los estudios hechos para la búsqueda de celulosa, el realizado por Voget y 
colaboradores en 2006, en donde se obtuvieron 8 clones celulolíticos cuya actividad 
fue establecida en un amplio rango de pH que va hasta un pH 9 y una temperatura de 
hasta 40°C por 11 horas demostrando que, aunque los intereses están puestos en la 
búsqueda de celulasas de microorganismos de ambientes extremos hay suficiente 
evidencia que en ambientes no extremos donde hay una gran biodiversidad genética 
se presenta un rango de celulasa las cuales son altamente estables y adecuadas 
para la aplicación industrial (141). 
 
La Tabla 5 resume los diferentes estudios realizados para actividad celulolítica en 
librerías metagenómica. 
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Tabla 5.  Investigaciones en el campo metagenómico que han permitido la búsqueda de enzimas 
celulolíticas.   
 
ND: no hay dato  
3.4.2.5   XILANASAS 
 
El xilano es uno de los principales polisacáridos componentes de las paredes 
celulares de las plantas y el segundo polisacárido más abundante en la naturaleza 
(16).   
 
 
 
Figura 7.  a) estructura de xilano y los sitios donde actúan las enzimas xilanolíticas.  El esqueleto del 
sustrato está compuesto de enlaces 1,4 β residuos xilosa.  b) Hidrólisis de xilo-olisacárido por β-
xilosidasa.  Tomado de : (16) 
 
Constituye el principal componente de la hemicelulosa, el xilano (Figura 7) consiste 
en un heteropolisácarido, el cual contiene grupos sustituyentes de acetil 4-O-metil-D-
glucoronosil y residuos de α-arabinofuranosil, unidos a un esqueleto de β-1,4 
xilopiranosil (58) usualmente con ramificaciones de α-1,3-enlaces L-arabinosa y α-
1,2-enlaces D-glucopiranosa (149). 
 
TIPO DE MUESTRA 
 
LUGAR 
 
VECTOR 
 
CLONES 
CLONES 
POSITIVOS 
 
AUTOR 
Suelo Corea pSuperCosI vector 70.000 1 (65) 
Intestino de conejo ND pWEB::TNC Cosmid 32.500 11 (28) 
Ambientales de lagunas 
Africa y 
Egipto 
Fagemido Lambda 
ZAP 
110.000 4 (101) 
Suelo, contenido de rumen de vaca, arboles 
podridos, estiércol de elefante 
China 
Fagemido 
Lambda ZAP 
10000 5 (142) 
Rumen de vaca 
Nueva 
Zelanda 
Bacteriofago 
lambda ZAP 
phagemid vector 
14000 7 (29) 
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Debido a esta complejidad, para la completa degradación, el xilano requiere la acción 
de varias enzimas hidrolíticas, como las Xilanasas, β-xilosidasa ( 1,4-β-D-xilan 
xilohidrolasa; EC 3.2.1.37), arabinofuranosidasa, glucuronidasa, acetilxilano esterasa, 
ácido ferúlico esterasa y p-ácido cumárico esterasa (16) Todas estas enzimas actúan 
cooperativamente para convertir el xilano en su azúcar constituyente. 
 
Dentro de las Xilanasas que son glicosidasas (O-glicósido hidrolasas EC 3.2.1.x), la 
enzima más importante es la endo xilanasa (1,4-β-D-xilanasa, EC 3.2.1.8) que juegan 
un papel en la completa endohidrólisis de enlaces 1,4-β-D-xilosídico en el xilano.  
Ellas pueden hidrolizar las uniones glicosídicas β1,4 sobre β1,4 xilano para producir 
arabinosa y xilosa.  Siendo estas una fuente de carbón primaria para el metabolismo 
de las células y en la infección de las células de plantas por patógenos de plantas 
(16). 
 
Otro tipo de enzimas (Figura 7) que también influyen en la degradación del xilano son 
la arabinofuranosidasa (EC3.2.1.55) que hidroliza las cadenas laterales de arabinosa, 
mientras que las acetil xilan transferasas (EC.3.1.1.72) liberan grupos acetatos.  La 
glucoronidasa (E.C.3.2.1.139) remueve las cadenas laterales de ácido glucorónico a 
partir de unidades de xilosa.  Las β-D-xilosidasas (E.C.3.2.1.37) son enzimas activas 
sobre oligosacáridos cortos, llevando a cabo la hidrólisis de los enlaces β-1,4-aril-
xilopiranósido produciendo xilosa (91). 
En particular las endoxilanasas poseen una gran utilidad en el blanqueamiento de 
pulpa y la industria de papel.  Tradicionalmente, este proceso se realizaba en 
múltiples etapas, en donde se utiliza Cloro y en donde los productos alternos de estos 
compuestos químicos eran sustancias orgánicas cloradas, algunas tóxicas, 
mutagénicas y bioacumulativas (91).  Por esta razón la búsqueda de estas enzimas 
dentro de investigaciones genómicas como la  metagenómica (Tabla 6), ayudan a 
reducir el impacto ecológico de estos procesos.  Las xilanasas también se ha utilizado 
en comida animal, mejora la calidad de la harina de trigo, clarificación de jugos y 
vinos (58).  Adicionalmente la producción de alcohol de xilano catalizada por 
endoxilanasas es altamente promisoria, especialmente enfocado a suplir las 
necesidades de energía global (149). 
 
Tabla 6: Estudios metagenómicos para la detección de Xilanasas. 
TIPO DE 
MUESTRA 
LUGAR VECTOR CLONES 
CLONES 
POSITIVOS 
AUTOR 
Suelo 
Jiangxia, Wuhan, 
China 
pHBM625 24000 1 (54) 
Intestino de 
insecto 
Costa Rica 
pASK-IBA2 
pET101/D-TOPO 
1000000 4 (14) 
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4 HIPÓTESIS 
 
A través de un estudio metagenómico aplicado a un ecosistema modelo como los 
suelos dedicados a la agricultura, en nuestro caso cultivos de Solanum phureja, con 
manejo agrícola contrastante, es posible encontrar genes que codifiquen para 
proteínas funcionales con secuencias novedosas o variantes a las reportadas 
actualmente, permitiendo una descripción más detallada que sea de utilidad en el 
diseño de herramientas de diagnóstico detección y seguimiento del potencial genético 
y metabólico en actividades claves para la optimización en el manejo del suelo y 
mejoramiento de la producción agrícola. 
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5 OBJETIVO GENERAL 
 
Construir librerías metagenómicas a partir de suelos, de manejo agrícola 
contrastante, dedicados al cultivo de Solanum phureja y analizarlas mediante 
tamizaje funcional para identificar y caracterizar enzimas relevantes en el ciclaje del 
Carbono y el Fósforo. 
 
5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Aislar y purificar ADN metagenómico de alto peso molecular de suelos 
dedicados al cultivo de papa criolla (Solanum phureja) con técnicas de manejo 
agrícola orgánico y tradicional  
2. Construir librerías metagenómicas de insertos grandes dentro de vectores  
fósmidos.  
 
3. Evaluar la capacidad funcional de las librerías metagenómicas mediante 
tamizajes funcionales de diferentes enzimas involucradas en el ciclaje del Carbono y 
Fósforo. 
 
4. Caracterizar las secuencias de ADN de los clones identificados con actividad 
de interés en los tamizajes funcionales. 
 
5. Definir la asociación taxonómica de las secuencias presentes en los insertos 
metagenómicos funcionales para inferir posibles relaciones con la composición de la 
comunidad microbiana  que fue evaluada mediante marcadores filogenéticos en los 
suelos de origen. 
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6 METODOLOGIA 
 
6.1 SITIO DE MUESTREO:  
 
 
A partir de un estudio previo de las diferentes zonas del altiplano cundiboyacense 
dedicadas al cultivo de papa criolla (S. phureja), realizado por el Laboratorio de 
Microbiología Agrícola de la Universidad Nacional de Colombia – Sede Bogotá (MA-
UNAL), se identificaron varias fincas que utilizan técnicas de cultivo contrastantes: en 
unas se utilizan biopesticidas y fertilizantes orgánicos y en otras se utilizan 
fertilizantes y pesticidas químicos para el manejo del cultivo.  Para este estudio, se 
seleccionaron las fincas conocidas como ―San Isidro‖ y ―Cascajal‖, ubicadas en los 
municipios del Rosal (4° 50’ 60’’ Norte; 74° 16’ 0’’ Oeste) y Subachoque, 
Cundinamarca (4° 56’ 0’’ Norte; 74° 10’ 60’’ Oeste), cuyas prácticas de cultivo se 
basan en técnicas tradicionales, y las fincas ―Montaña pura‖ y ―Volcán‖, ubicadas en 
el municipio de Tausa, Cundinamarca (5° 12' 0'' Norte; 73°; 52.60' 60'' Oeste) que 
cultivan papa criolla de manera orgánica certificada. Se tuvo también en cuenta que 
los tanto los suelos tradicionales como los orgánicos escogidos para el muestreo 
fueran lo más similares posibles en sus características físico-químicas. 
 
Para la toma de muestras, el grupo de MA-UNAL trazó un mapa del terreno de cada 
una de las fincas seleccionadas, al interior del cual se realizó un trazado en forma de 
zig-zag.  Se tomaron cinco muestras de cada uno de los puntos seleccionados en 
dicho trazado, separados aproximadamente por veinticinco metros, teniendo en 
cuenta evitar el efecto de borde. En la Tabla 7 se muestran los datos fisicoquímicos 
del suelo del cual provienen las muestras.  Estas fueron transportas en refrigeración a 
las instalaciones de la Corporación Corpogen, en donde se almacenaron a -80°C, 
hasta su análisis. 
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Tabla 7.  Análisis fisicoquímico de suelos correspondientes a las fincas orgánicas y tradicionales. 
 
FECHA DEL 
MUESTREO 
DE SUELO 
FINCAS MANEJO 
TEXTURA 
DEL 
SUELO 
CONTENIDO 
DE 
HUMEDAD % 
pH %C P(
mg
/kg) NT% MO 
2 de Abril 
2008 
San Isidro 
(Subachoque) 
Tradicional Franco 79.1% 5,6 14,5 11,7 1,08 28% 
19 de mayo 
2008 
Cascajal(Subachoque) Tradicional Franco 52% 5,5 12,9 73,7 0,59 25,1% 
16 octubre/ 
08 
Montaña pura (Tausa) Orgánico 
Franco 
Arenoso 
49,5 5,7 13,3 69,8 0,93 23% 
3 – 
septiembre / 
09 
El Volcán (Tausa) Orgánico 
Franco 
arenoso 
62,3 6,0 9,74 49,8 0,62 17% 
 
6.2 CEPAS BACTERIANAS Y VECTORES DE CLONACION 
 
Para la construcción de las librerías metagenómicas funcionales se empleó la cepa 
de plaqueo Eschericha coli EPI300TM-T1R resistente al fago T1[F- mcrA ∆(mrr-
hsdRMS-mcrBC) Φ80dlacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 endA1 araD139 ∆ (ara, leu) 7697 
galU galK λ- rpsL nupG trfA tonA dhfr], (Copycontrol TM Fosmid Library Production Kit 
de EPICENTRE) como hospedero de ADN obtenido de los suelos.  Esta cepa provee 
un gen mutante trfA regulado por un promotor inducible y cuyo producto es requerido 
para el inicio de la replicación del vector utilizado para la clonación. 
 
El vector de clonación utilizado es CopyControl pCC2FOS (Figura 8), el cual cuenta 
con un origen oriV que genera un alto número de copias, además de un origen de 
replicación para copias únicas (La iniciación de la replicación a partir de oriV requiere 
el producto del gen trfA). Posee además un marcador de selección con resistencia a 
cloranfenicol, una región para la conjugación basada en el factor F de E. coli, sitios 
cos para empaquetamiento en lambda, y una secuencia para anillaje del promotor de 
la ARN polimerasa del bacteriófago T7 flanqueando un extremo de la región 
codificante.  
 
La selección de transformantes se llevó a cabo creciendo la cepa hospedera a 37°C 
en medio Luria-Bertani (LB) con 12,5µg/ml de cloranfenicol. 
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Figura 8: Mapa del vector de clonación fósmido pCC2FOS, utilizado en la construcción de las librerías 
metagenómicas de suelos de papa criolla (Solanum phureja) 
 
6.3 EXTRACCIÓN DE ADN DE ALTO PESO MOLECULAR DE SUELO  
 
El suelo fue colectado de fincas dedicadas al cultivo de papa criolla (Solanum 
phureja), de municipios de Subachoque y Tausa. Teniendo en cuenta que se 
seleccionaron 4 suelos con características físico-químicas similares y dos tipos de 
prácticas de manejo agrícola contrastantes, los suelos provenientes de las fincas con 
las mismas prácticas de cultivo se unieron en una sola muestra para la extracción 
para formar una mezcla tradicional uniendo San Isidro y Cascajal y una mezcla 
orgánica uniendo Volcán y Montaña Pura. Se pesaron cuatro gramos (g) de suelo de 
cada una de las fincas, obteniendo así 8 g de suelo de fincas con cultivo orgánico y 8 
g de suelo de fincas con cultivo tradicional.   
 
La extracción de ADN de los 8 g de suelo se realizó de acuerdo al protocolo del kit 
UltraClean TM Mega Soil DNA de Laboratorios (MO BIO, Inc. California USA), 
modificado en nuestro laboratorio (Anexo1).  Las partículas grandes como raíces de 
plantas, y piedras fueron removidas de las muestras de suelo, que luego fueron  
suspendidas en 15ml de solución Bead (solución de amortiguación para las perlas) la 
cual dispersa las partículas de suelo y disuelve ácidos húmicos. Tras el proceso de 
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extracción expuesto en el Anexo 1, el ADN fue posteriormente concentrado en una 
solución de NaCl 5M y etanol al 100% y resuspendido en un volumen final 300µl de 
solución de elución (solución amortiguadora, Tris-EDTA (TE)). 
 
Para seleccionar el tamaño de ADN apropiado para la construcción de la librería y 
eliminar contaminantes de bajo peso molecular, como compuestos fenólicos propios 
del suelo que inhiben procesos moleculares, la muestra total de ADN metagenómico 
ambiental extraído de cada suelo se dejó correr en electroforesis de gel de agarosa 
(NuSieve GTG Cambrix Bio Science Rockland, USA ) al 0,8% sin Bromuro de Etidio a 
30 Voltios durante 16h.  Una vez transcurrido el tiempo, se cortó una pequña parte 
del gel con muestra y se tiñó en una solución de Bromuro de Etidio para localizar el 
ADN de alto peso. La región que contiene el ADN con el tamaño deseado (entre 
36000pb - 40000pb) fue cortada del resto del gel sin teñir.  Posteriormente, el ADN de 
cada muestra fue recuperado del gel utilizando el kit UltraClean GelSpin DNA 
Extraction (Mo Bio) siguiendo las recomendaciones del proveedor. El ADN fue 
resuspendido en un volumen de TE adecuado, cuantificado por espectrofotometría 
con Nanodrop (Thermo Scientific.  Wilmington, Delaware, E.E.U.U.  ) y almacenado a 
-20°C.   
 
6.4 CONSTRUCCION DE LAS LIBRERÍAS DE EXPRESIÓN A PARTIR DEL ADN 
METAGENÓMICO 
 
Para realizar la construcción de la librería metagenómica, de muestras de suelos de 
cultivos de papa criolla (S. phureja), se utilizo el kit CopyControl Fosmid Library 
Production (Epicentre), siguiendo las indicaciones dadas por el proveedor. Como 
primera medida, el ADN de alto peso molecular recuperado por el protocolo 
anteriormente mencionado es tratatado con la mezcla enzimatica End-Repair (T4 
DNA Polymerase y T4 Polynucleotide Kinase) que genera extremos romos en el 
extremo 3’ y fosforila el extremo 5’ de la cadena de ADN:  se requiere de 
aproximadamente 0,5 µg/µl de ADN por reacción. Se incuba esta mezcla por 45 
minutos (min) a temperatura ambiente y posteriormente a 70°C por 10min para 
inactivar las enzimas.  El ADN fue purificado de la mezcla anterior por medio del kit 
UltraClean GelSpin ADN extraction de laboratorios MO BIO, basados en el protocolo 
de limpieza para ADN de una reacción (Anexo 2). 
 
La mezcla de ligación del ADN metagenómico al vector fosmídico de clonación se 
realizó conservando la relación molar 10:1 del vector pCC2FOS al del inserto de 
ADN, en donde 0,5 µg representan 0,09 pmoles de vector y 0,25 µg de ADN 
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metagenómico, de un tamaño aproximado de 40kb, representan 0,009 pmoles de 
inserto.  Esta reacción se dejó por 2 horas a temperatura ambiente y luego la enzima 
fue inactivada a 70°C por 10min. 
 
La transformación de las células hospederas de E.coli EPI300 con el bacteriófago 
Lambda se realizó teniendo en cuenta las recomendaciones del proveedor del kit 
CopyControl Fosmid Library Production.   
 
25µl de extractos de empaquetamiento que vienen en el kit se agregaron a 10µl de la 
reacción de ligación vector-DNA metagenómico, y se mantuvo la reacción por 2 horas 
a 30°C. Transcurrido este tiempo, 25µl restantes de la solución de extractos fueron 
adicionados para completar la reacción de empaquetamiento del fago lambda y la 
mezcla fue incubada 2 h a 30°C.  Posteriormente se adicionó a esta mezcla Buffer de 
dilución (10Mm Tris-HCl (pH 8.3), 100mM NaCl, 10mM MgCl2) a un volumen final de 
1ml, adicionando suavemente 25µl de cloroformo con agitación circular, donde se 
observa un precipitado viscoso y luego fue almacenado a 4°C por 20min.   
 
Se inoculó una colonia de EPI 300 en cinco mililitros de medio Luria Bertani (LB) 
suplementado con MgSO410Mm y 0,2% de maltosa y se dejó crecer durante 16h a 
37°C.  Este preinóculo se mezcló con 50ml de medio fresco y se incubó a 37°C hasta 
alcanzar una DO600:0,8-1,0. Una vez las células alcanzaron la densidad adecuada se 
tomaron 10ml del cultivo y se les agregó toda la reacción de empaquetamiendo: se 
incubó a 37°C por 20min, y luego, se dejó la mezcla en rotación en un horno de 
hibridación por 1 hora a 37°C con agitación suave. Transcurrido este tiempo, se 
centrifugaron las células a 3000 rpm, se extrajeron 6ml del sobrenadante y con los 4 
ml restantes se resuspendió el pellet celular. Esta suspensión de células fue 
plaqueada sobre cajas Q-trays (Genetix, Christchurch, Massachussets.EE.UU.) con 
250ml de medio Luria- Bertani (LB) más cloranfenicol 12,5µg/ml e incubadas a 37°C 
para su crecimiento.  (Todas las modificaciones hechas al protocolo original, 
planteadas por nuestro grupo de investigación, están señaladas en el Anexo3). 
 
6.5 ALMACENAMIENTO DE LOS CLONES 
 
Luego de plaquear las células transformadas, en las cajas Q-trays, se procedió a 
repicar uno a uno los clones obtenidos. Para esto, se utilizo el sistema automatizado 
propiedad del Consorcio GeBiX (Genómica y Bioinformáticade Ambientes Extremos) 
QPix2xt (Genetix, Evanston, IL), equipo que utiliza una cabeza de repicado 
automática.  Esta maquica pica las colonias y las almacena en cajas de 96 o 384 
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pozos con medio LB fresco más cloranfenicol 12,5 µg/ml.  Para la recuperación de las 
colonias que no fueron tomadas por el robot QPix2xt, se utilizó el repique manual de 
los clones.  
 
De las librerías obtenidas, se generaron 3 copias, que fueron crecidas 16 horas a 
37°C.  dos de las copias se almacenaron como cajas madre a -80°C en Luria-Bertani 
fresco más cloranfenicol 12,5 µg/ml más glicerol al 20%, y la otra copia de cada 
librería se utilizó para los tamizajes funcionales (Figura 9). 
 
 
 
 
 
Figura 9.  Esquema de almacenamiento de las librerías desde la bandeja Q-trays por QPix2xt (Genetix), 
hasta las placas de 96 y 384 pozos con LB más 12,5µg/ml de cloranfenicol suplementado con glicerol al 
20% 
 
 
 
6.6 MEDIOS UTILIZADOS PARA LA EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
ENZIMÁTICA DE LAS LIBRERIAS 
 
Para evaluar las características enzimáticas de los clones presentes en cada una de 
las librerías construidas, se realizaron tamizajes sobre 250ml de los medios sólidos, 
suplementados con cloranfenicol 12.5 µg/ml y con el  sustrato específico para cada 
actividad servidos en bandejas  Q-trays.  Para cada tamizaje, cada clon fue repicado 
desde las cajas de 96 o 364 pozos con la ayuda de un replicador sobre las bandejas 
Q-trays con el medio a evaluar.  Las colonias fuerón incubadas de 3-5 días a 37°C y 
observadas diariamente para evaluar el fenotipo.  Para la detección de amilasas se 
siguió el protocolo propuesto por Yun y colaboradores en el 2004 (147), con una 
modificación realizada en nuestro laboratorio que consiste en formular el medio con 
una concentración de 1/10 de la formulación original Luria – Bertani (LB) para generar 
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un tipo de stress y así fomentar a la utilización del sustrato como fuente nutricional.  
Adicionalmente este medio se suplementó con 12.5 µg/ml de cloranfenicol y 2 % 
almidón soluble (Panreac Quimica Sau Barcelona España). Para determinar la 
presencia de halos claros luminosos alrededor de las colonias que metabolicen el 
almidón se utilizó solución Yodo de Gram  (0.203g I2 y 5.2g KI en 100 ml de solución 
acuosa) y se observaron los halos gracias al transiluminador. 
 
Para detección de la actividad xilanasa se empleó el medio descrito por Jalal y 
colaboradores, 2009 modificado (58) el cual consiste en Agar LB 1/10 con 0,05%de 
Xylan from Beechwood (Sigma San Louis Missouri, EE.UU. ) más 12,5µg/ml de 
cloranfenicol. Las cajas fueron teñidas con rojo congo al 1% por 30min y desteñidas 
posteriormente con 3 lavados de NaCl 1M, seguido de NaOH (0,1N).  La formación 
de zonas claras alrededor de las colonias es tomado como actividad xilanasa positiva.   
 
Para detectar lipasas el medio fue basado en el usado por Wei y colaboradores, 2009 
(144) y proteasas Rondon y colaboradores, 2000 (109). La librería fue replicada sobre 
bandejas Q-trays que contienen agar LB 1/10 + cloranfenicol 12.5 µg/ml, 
suplementada con 1% de Gliceril Tributirato (Aldrich) o 0,8% de leche en polvo 
descremada comercial (marca comercial KLIM), respectivamente, e incubadas de 3-5 
días a 37°C, para verificar la presencia de un halo claro sobre el medio como 
indicativo de la presencia del fenotipo de interés.   
 
 
 
Tabla 8.  Lista de reactivos para la preparación del medio de cultivo CMC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCENTRACIÓN REACTIVO 
0,2% NaNO3 
0,1% K2HPO4, 
0,05% MgSO4, 
0,05% KCl, 
0,1% Carboximetilcelulosa (CMC) sal sodio, 
0,1% K2HPO4 
0,02% Peptona 
1,7% Agar. 
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La actividad de celulasa fue detectada con base en el protocolo de Kasana y 
colaboradores, 2008 (62) que consiste en agar Carboximetil celulosa (Sigma)  (Tabla 
8 ), suplementado 12,5 µg/ml de cloranfenicol. Después de 3 días de crecimiento, el 
fenotipo fue detectado usando  Yodo de Gram (2,0g KI y 1.0 g de I2 en 300ml de agua 
destilada por 3 a 5 minutos), para detectar la presencia de halo.   
 
Por último para observar la actividad solubilizadora de Fósforo favorecida por la 
presencia de ácido glucónico se siguió el protocolo de Mehta y Nautiyal, 2001 (85) 
cuyos componentes para el medio son mostrados en la Tabla 9. 
 
 
 
Tabla 9: Medio de cultivo para Solubilizadores de Fosfato 
 
REACTIVO CANTIDAD POR LITRO 
Glucosa 10g 
Ca3(PO4)2 5g 
MgSO4 .7H2O 0,25g 
KCl 0,2g 
(NH4)2SO4 0,1g 
MgCl2.6H2O 5g 
Azul de bromofenol 0,025g 
Cloranfenicol 12,5µg/ml 
 
La actividad solubilizadora de Fosfato fue monitoreada entre 1-3 días, para verificar 
crecimiento de la colonia sobre el medio, indicativo de la utilización del Fósforo por su 
solubilización. 
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6.7 INDUCCIÓN DEL NÚMERO DE COPIAS DE CLONES POSITIVOS  
 
Para inducir un alto número de copias de los clones identificados con la característica 
deseada y con el fin de obtener alta producción de ADN fosmídico para fines de 
secuenciación, se empleó el protocolo establecido en kit CopyControl Fosmid Library 
Production kit.  
 
Brevemente, se realizo un precultivo inoculando 5ml de medio Luria-Bertani (LB) 
suplementado con 12,5 µg/ml de cloranfenicol, con 50 µl de el clon deseado; se 
incubó a 37°C por 16h en constante agitación a 150 rpm, hasta alcanzar una DO600:3.  
Posteriormente, 500 µl del precultivo fue inoculado en 4.5 ml de medio LB fresco con 
cloranfenicol a la concentración habitual más 5 µl de la Solución de inducción 1000X 
CopyControl para un volumen final de 5ml.  Esta reacción fue llevada a cabo en tubos 
de vidrio de 15ml, para permitir una buena aireación y fue agitada vigorosamente  
(hasta 200rpm) por 5 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo las células fueron 
transferidas a tubos de 2ml, centrifugadas a máxima velocidad y el pellet almacenado 
a -20°C para posterior extracción del ADN fósmido. 
 
 
 
6.8 EXTRACCION DEL ADN FÓSMIDICO DE GRAN TAMAÑO 
 
Para aislar el ADN fosmídico se siguió el protocolo de FosmidMAXTM ADN Purification 
Kit (Epicentre- Cat.No.  FMAX046) con modificaciones menores como se describe en 
el Anexo 4. 
 
6.9 SECUENCIACIÓN Y CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL Y TAXONÓMICA DE 
CLONES  
 
El ADN fosmídico, de los clones que presentaron alguna de las actividades 
funcionales descritas anteriormente, fue secuenciado mediante la aplicación de dos 
de las técnicas más utilizadas en el campo de la metagenómica.   
Por un lado, cuarenta diferentes ADN fosmídicos fueron agrupados en una sola 
muestra, cada fósmido a una concentración de 500ng/µL para completar un volumen 
final de 100 µL.  Esta mezcla fue secuenciada por pirosecuenciacion 454 Titanium 
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(Roche Life Science, Branford, Connecticut, E.E.U.U.), realizada por  la empresa 
EnGenCore, (University of South Carolina) en 1/4 de placa de pirosecuenciación. La 
muestra enviada presentó una concentración final 23,81 µg en volumen final de 100 
µL.   
Paralelamente, se secuenciaron, por el método Sanger (114), los extremos de ADN 
metagenómico (inserto) de cada fósmido de manera individual (End Sequencing) 
utilizando iniciadores diseñados sobre la región del vector de clonación pCC2FOS 
que flanquea el inserto (iniciador forward (5’GTACAACGACACCTAGAC3’) e iniciador 
reverse (5’CAGGAAACAGCCTAGGAA 3’). Cada producto de secuenciacón tiene un 
tamaño de aproximadamente 1000 pb.  
El objetivo de implementar esta nueva metodología concebida en nuestro laboratorio, 
radica en el hecho que la pirosecuenciación de todo el conjunto de ADN fosmídico 
proveniente de muchos clones, permitiría el ensamblaje de la secuencia completa de 
los insertos (aproximadamente 36000 a 40000 pb cada uno), pues se tendría una 
cobertura teórica  por secuencia (26x), para que luego sean identificarlos de manera 
individual con las etiquetas (tags) generadas por end sequencing. Los costos de este 
procedimiento se reducen ampliamente con respeto a la secuenciación completa de 
fósmidos, como Shotgun Sequencing, que permiten secuenciar ADN fosmídico con 
baja cobertura y a elevados costos (aproximadamente US 2600 por clon  datos a 
febrero del 2010 ofrecidos por una compañía de secuenciación reconocida).   
Es de gran importancia resaltar que esta es una metodología completamente 
experimental y novedosa ya que para nuestro conocimiento es la primera que se ha 
implementado para la caracterización genómica de muchos fósmidos 
simultáneamente en estudios metagenómicos.   
Una vez obtenidas las lecturas de secuenciación tradicional (método de Sanger), se 
procedió a realizar la verificación de la calidad de las mismas utilizando el programa 
CodonCodeAligner 3.5.2 y luego se seleccionaron las secuencias que no tuvieran 
posibles contaminantes, realizando una comparación de dichas secuencias con la 
secuencia del vector de clonación (GenBank: EU140752.1) mediante MegaBLAST (4) 
y por el programa Vecscreen que se encuentra disponible en la pagina del NCBI ( 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html). Luego de esta selección se 
escogieron las secuencias que servirían como etiquetas para la identificación de cada 
uno de los ensamblajes de los fósmidos construidos con los fragmentos generados 
por pirosecuenciación.   
Las lecturas obtenidas por pirosecuenciación se filtraron para eliminar secuencias 
contaminantes tanto de la cepa hospedera EPI300 como del vector de clonación, 
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teniendo en cuenta  las relaciones de algunos parámetros como el Score, Valor-e (E-
value) y porcentaje de identidad del alineamiento. Se procedió luego a realizar los 
ensamblajes utilizando tres programas que aceptan lecturas provenientes del sistema 
454: GS De novo Assembler (Roche Newbler, Branford, CT, E.E.U.U., versión 2.3); 
CLC Genomics Workbench (CLC Bio, Aarhus, Dinamarca, versión 3.7.1) y Celera 
Assembler (88). Una vez ensambladas las lecturas de pirosecuenciación se procedió 
a identificar los contigs formados, utilizando las etiquetas generadas por las 
secuencias obtenidas por Sanger.   
Para tener una visión global de la diversidad microbiana que presentan las 
secuencias metagenómicas obtenidas y la posible presencia de genes ribosomales 
en las mismas, con estos contigs se realizó un alineamiento local con la herramienta 
BLAST (Basic Local Alignment Sequence tool) (3) del NCBI con parametros 
MegaBLAST (tamaño de palabra (W)28, Valor-e (-e)10, costo de mismatches (-q)-2, 
costo del match(-r)1) buscando identificar su posible asociación taxonómica con 
secuencias de microorganismos conocidos y secuencias reportadas en las bases de 
datos de nucleótidos no redundantes del NCBI ( base de datos nr/nt a 4 marzo 2010)  
y de origen ribosomal del Ribosomal Database Project, con taxonomía Nomenclatural 
y taxonomía del NCBI (base de datos de secuencias ribosomales del RDP al 8 de 
marzo del 2010).  
 Los resultados de estos alineamientos se utilizaron para generar una clasificación 
taxonómica usando MEGAN (55) y MG-RAST, herramientas bioinformaticas 
específicamente diseñadas para la clasificación taxonómica de secuencias (86).  El 
resultado de esta clasificación fue comparado con resultados de pirosecuenciacion 
obtenidos de un estudio paralelo desarrollado en nuestro laboratorio, donde utilizando 
la misma muestra, se evaluó la composición y diversidad microbiana mediante el 
análisis de amplicones de las región hipervariable V5-V6 del gen ribosomal 16s. 
Para caracterizar genómicamente cada fósmido, se implementaron, en nuestro flujo 
de trabajo, herramientas bioinformaticas que permitieran predecir la función de estas 
secuencias desconocidas como genes, operones y/o proteínas reportadas en la base 
de datos NCBI, mediante alineamientos locales con diferentes modalidades ( 
BLASTn, BLASTp, BLASTx) de la herramienta BLAST (4), de igual manera se usaron 
las bases de datos UNIPROT (http://www.uniprot.org/help/uniprotkb), SWISS PROT 
(http://www.expasy.ch/sprot/) entre otras. 
Tambien se buscaron Marcos Abiertos de Lectura (ORF por sus siglas en ingles) 
dentro de las secuencias ensambladas utilizando Orphelia (51) y GeneMark.hmm 
(80), Glimmer (24).  Adicionalmente, se recurrió a bases de datos de familias de 
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proteínas como Pfam (30) para identificar dentro de nuestra secuencias posibles 
dominios de proteínas conocidas. 
Para confirmar que los ensamblajes bioinformáticos realizados fueran reales y no 
artefactos creados por los programas, y más importante aún, que pertenecen al 
fósmido identificado mediante las etiquetas descritas anteriormente, se diseñaron 
iniciadores a lo largo del contig para amplificar, mediante PCR, regiones de 500-700 
pb seleccionadas tanto en las regiones del inicio, de la mitad y del final del contig, 
teniendo en cuenta que esas regiones correspondieran a los sitios de 
sobrelapamiento de gran cantidad de las  lecturas metagenómicas obtenidas de la 
pirosecuenciación. 
La mezcla de PCR para estas amplificaciones  contenía 37,5 µl Mezcla de PCR 1x ( 
Corpogen) 0,4 µM de cada iniciador  y 1 µl del ADN en dilución 1/200 para los 
fósmidos y para EPI300 1/100 y agua esteril hasta completar los 70 µl.  En el 
programa utilizado denaturación inicial fue de 96°C por 4min, 34 ciclos de 
denaturación a 95°C por 1min, temperatura de anillamiento 58°C por 1min, y la 
extención a 72°C por 1 minuto y finalmente extención final de 7min a 72°C. 
La metodología utilizada para la secuenciación e identificación de los fósmidos  se 
representa de manera esquemática en la Figura 10 y el flujo de trabajo se muestra en 
detalle  en el anexo 8.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10.  Esquema metodológico de la secuenciación, ensamblaje y caracterización del ADN fósmidico 
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7 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
7.1 OBTENCIÓN Y RECUPERACIÓN DE ADN METAGENÓMICO  
 
En la búsqueda de nuevos protocolos para garantizar una extracción de ADN de peso 
molecular adecuado y de buena calidad, se han planteado diversas metodologías que 
utilizan tratamientos físicos como lísis celular por medio de perlas o la sonicación.  Sin 
embargo, estos tratamientos son demasiado bruscos para extraer ADN de alto peso 
molecular ya que comprometen la integridad del tamaño del ADN, generando 
fragmentos de 5 a 10kb (150). Este tamaño es poco viable para estudios que 
requieren la creación de librerías de ADN para análisis de metagenómica funcional y 
de genética microbiana pues se corre el riesgo de hacer una estimacion errónea de la 
diversidad microbiana del suelo (113).  Además, estos tamaños limitarían la 
probabilidad de una buena clonación o generarían quimeras, que alterarían el análisis 
de las secuencia dado el tipo de vector que utilizamos para la generación de las 
librerías funcionales (78). Debido a esto, se han implementado metodologías 
innovadoras en sistemas comerciales como el kit UltraClean Mega Soil DNA de 
laboratorios MO-BIO. 
Este kit comercial fue utilizado y posteriormente modificado en este trabajo para 
extraer el ADN de suelos de las fincas orgánicas (muestra compuesta Volcán y 
Montaña pura) y las fincas tradicionales (muestra compuesta San Isidro y Cascajal).  
Este sistema se basa en la lísis de las células por medio del detergente Dodesil 
Sulfato de Sodio (SDS), además del rompimiento mecánico tratamientos que han sido 
ampliamente utilizado para la extracción de ADN de cultivos puros, suelos y 
sedimentos. Trevor y colaboradores (1992) encontraron que los protocolos basados 
en lísis con SDS proveen un alto rendimiento en la extracción de ADN, en 
comparación con otros métodos (134).  Además, estudios comparativos realizados 
por Zhou y colaboradores (1996) señalan que la utilización de este tratamiento 
permite obtener una mayor cantidad de ADN de un tamaño promedio de 26Kb 
recuperando aproximadamente del 92 a 99% del ADN de bacterias agregadas al 
suelo (150). 
Teniendo en cuenta que uno de los objetivos propuestos en la investigación es 
obtener un ADN de mayor tamaño, se realizaron modificaciones puntuales y efectivas 
al protocolo original del fabricante.  Dentro de estas modificaciones se variaron 
tiempos de incubación: la muestra fue sometida a temperatura de 60-65°C para 
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asegurar la lísis completa de los microorganismos presentes dentro de los suelos, 
para de esta manera obtener una buena cantidad del ADN. Adicionalmente, fueron 
omitidos o cambiados pasos en donde podría fragmentarse el ADN de alto peso 
molecular, como es el caso de los pasos que involucran mezclar con Vortex. De esta 
manera logramos obtener un ADN de un tamaño entre 36kb y 40kb (Figura 11 a-b), 
para las extracciones de las dos muestras, con lo que se comprobó que el 
procedimiento planteado no causa una fragmentación severa del ADN. Los productos 
de estas extracciones se pueden entonces utilizar para la clonación mediada por el 
bacteriófago Lambda .   
 
a)  b) 
 
 . 
 
 
   
 
 
 
Figura 11: Recuperación de ADN metagenómico de suelos a) orgánicos y b) tradicionales en geles de 
agarosa al 0,8% sin Bromuro de Etidio (C1: 1µl ADN control para la clonación de lambda (36Kb), M: 5 µl de 
muestra para determinar el tamaño y ubicación de ADN metagenómico mediante la tinción con Bromuro 
de Etidio).  C3: Muestra total.  Después de la electroforesis 16h a 30V los segmentos del gel con el ADN del 
fago lambda y la muestra son cortados y tenidos.  Basados en la tinción se  procede a cortar la banda que 
lleva el ADN del peso de interés (36 y 40Kb ) para su posterior purificación desde el gel.  Estos geles son 
teñidos completamente después de la extracción de la banda de interés para confirmar la eficiencias del 
proceso. 
Teniendo en cuenta las propiedades físico-químicas de los suelos de las fincas 
seleccionadas, que muestran un alto contenido en materia orgánica (Tabla 7), es 
importante tener en cuenta la eliminación de ácidos húmicos y fúlvicos presentes 
dentro de las muestras, debido a que éstos pueden interfierir en la PCR (135), la 
digestión con enzimas (95) y reducir la eficiencia de la clonación y de la 
transformación (129). Con el objetivo de eliminar estos contaminantes,  se corrieron 
36Kb 
C1   M      C3 (ADN orgánico) C1   M    C3 (ADN 
tradicional) 
36Kb 
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las muestras de ADN sobre geles de agarosa de bajo punto de fusión al 1% con 
polyvinylpolypyrrolidona (PVPP), método que ha sido reportado como apropiado para 
eliminar este tipo de contaminantes. Sin embargo, aunque, se disminuyó  
considerablemente este tipo de sustancias, el gel es muy inestable lo que dificulta su 
manejo y puede llevar a perdida de muestra. 
 Otros métodos reportados para la purificación de ácidos húmicos presentes en el 
ADN (gradientes de centrifugación, cromatografía de columnas Sephadex™) tampoco 
han mostrado una buena eficiencia en la eliminación de estos contaminantes, 
además de ser laboriosas y de requerir mucho tiempo (45).  En ensayos preliminares 
en Corpogen, se utilizaron columnas de Sephadex para la eliminación de 
contaminantes en ADN metagenómico. Los resultados de estos ensayos mostraron 
bajas tasas de recuperación del ADN y una eliminación de contaminantes limitada. 
Dada la  abundancia de àcidos húmicos y fllúvicos en los suelos, las muestras fueron 
separadas por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% sin Bromuro de Etidio, a bajo 
voltaje (30V) durante 16 horas, para que los contaminantes también migraran y gran 
parte de estos contaminantes de bajo peso molecular fueran separados del ADN de 
alto peso molecular, como se explicó anteriormente.  Posteriormente este ADN fue 
extraído del gel de agarosa con el kit Ultra Clean GelSpin DNA Extracción (MOBIO), 
un método rápido que permite, purificar el ADN y recuperar tamaños entre 100pb y 
50kb de geles de agarosa, garantizando una recuperación entre el 80 al 100% de la 
muestra. El ADN fue luego eluído en un volumen de 40µl en la Solucion de elución 
(Tris-EDTA).  La Figura 12 muestra las bandas obtenidas luego de pasar el ADN por 
estas columnas: se observan unas bandas definidas de ADN no degradado de alto 
peso molecular, sin ácidos húmicos de bajo peso, los cuales fluorescen con una 
tonalidad azul bajo la luz UV. 
 
 
 
 
 
 
Figura 12 : ADN de alto peso molecular en geles de 0,8% de agarasosa con Bromuro de Etidio (F: 1µl ADN 
del fago lambda (36kb), Org: 1 µl ADN Orgánico, Trad: 1µl ADN tradicional) después de purificarlo con 
filtros de silica del kit comercial de purificación de gel.  Muestra corrida durante 120 minutos a 90V. 
A pesar del paso por los filtros de membranas de silica provistas por el kit, el ADN de 
las muestras de suelo, continuó con una muy leve coloración café. Las muestras 
     F    Org    Trad 
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fueron cuantificadas por espectrofotometría en Nanodrop para determinar su pureza: 
los resultados obtenidos están registrados en la Tabla 10. 
Tabla 10: Datos de aislamiento y purificación de ADN metagenómico de los dos tipos de suelos 
 
TIPO DE SUELO 
 
Producción de ADN ((ng/ul) 
 
A260/A280 
 
A260/230 
Suelo orgánico para  librería 1 15  1,86 NA 
Suelo orgánico para la librería 2 37,4 1,85 1,8 
Suelo orgánico para la librería 3 38,6 1,89 3 
Suelo tradicional para librería 1  27,1  1,88 2,0 
Suelo tradicional para librería 2 26,6 2,4 2,36 
                     NA: no hay datos 
Se considera que la muestra posee contenido insignificante de proteínas dada la 
relacion A260/280 la cual tiene valores etre 1,8 a 2,0,  lo que indica que el método 
utilizado remueve bien este tipo de contaminantes.  Además, al analizar la relación 
260/230 se obtienen valores entre 1,8 y 3 indicando una contaminación baja por 
compuestos órganicos como ácidos húmicos (46).  Esto significa que el paso por los 
filtros de sílica del kit de MO BIO, permite recuperar un ADN con alta pureza sin 
fragmentación, permitiendo el desarrollo de pasos siguientes como es la clonación. 
Sin embargo, es de resaltar que en cada extracción se presentó una variabilidad en 
cuanto a la lisis de las células que se ve reflejada en las concentraciones de ADN 
obtenidas, posiblemente debido a las diferentes características físicas de cada uno de 
los suelos utilizados. Entre otras razones, las bacterias pueden estar formando 
microagregados con el suelo dependiendo de su textura, haciendo más difícil su 
aislamiento.  Como se reporta en la Tabla 7, los suelos pertenecientes a las fincas 
tradicionales presentan una estructura tipo franco, mientras que las fincas orgánicas 
poseen una estructura franco-arenosa.  Estas características generan la formación de 
diferentes tipos de agregados (macro y micro agregados) en donde se pueden 
presentar estructuras un poco más compactas donde las bacterias se sitúan en 
microagregados en los cuales las condiciones son más optimas para su 
supervivencia, como en el caso de los suelos tradicionales. Esto hace que durante el 
procesos de extracción del ADN se dificulte el acceso a esta riqueza microbiana, lo 
que se ve reflejado en la menor obtención de ADN cuando se compara con las 
concentraciones obtenidas en los suelos de origen orgánico (98). Así mismo, la 
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variabilidad en las muestras puede provenir de la composición de la comunidad 
microbiana presente en cada suelo, ya que algunas comunidades están compuestas 
de archaeas, bacterias y protistas, que poseen una diversidad de paredes celulares 
que hacen que varíe su susceptibilidad a la lísis (63). Hay que tener en cuenta que, a 
pesar de la similitud en el tipo de manejo del cultivo, cada muestra se comporta como 
un microcosmos independiente lo que resulta en la obtención de concentraciones y 
purezas diferentes durante los procesos de extracción y purificación del ADN 
metagenómico.  Finalmente, muchos microorganismos pueden estar en un estado de 
inanición siendo fisiológicamente pequeños teniendo tasas de replicación reducidas, 
lo cual dificulta su lísis (113).  Adicionalmente, desde la perspectiva técnica, es 
coherente asumir que en la librería orgánica 1, la primera en construirse, donde no se 
tuvo la incubación a una temperatura alta para ayudar a un mayor lisado de las 
células, se presentara una de las más bajas concentraciones de ADN, pues es 
probable que una mayor cantidad de células que no fueran eficientemente lisadas. 
Sin embargo estas concentraciones nos permitieron continuar con los siguientes 
pasos.  
 
7.2 CONSTRUCCIÓN  Y  TAMIZAJE DE LAS LIBRERÍAS METAGENÓMICASDE 
EXPRESION APARTIR DEL ADN METAGENOMICOS. 
 
Las librerías de insertos grandes para estudios metagenómicoss del suelo han sido 
generadas usando cósmidos, Cromosomas Bacterianos Artificiales (BAC por sus 
siglas en ingles) o fósmidos, debido a que permiten la búsqueda de grupos de genes 
u operones, de vías degradativas o biosinteticas, por el tamaño del inserto; además, 
este tipo de librerías son utilizadas para el análisis del tamaño, complejidad y en 
cierta medida la diversidad del metagenoma del suelo (113). 
Como se mencionó anteriormente, la identificación de nuevas enzimas por tamizaje 
funcional depende de la expresión del gen o grupo de genes que permitan la 
formación de una proteína activa en el hospedero heterológo (65).  Para facilitar la 
clonación de los genes se utilizó el vector pCC2FOS (Epicentre) debido a que permite 
controlar el número de copias del elemento extracromosomal y permite clonar 
fragmentos de ADN de gran tamaño conservando la estabilidad genómica del inserto 
dentro de la célula hospedera, incrementando la posibilidad de tamizar un clon que 
lleve una secuencia que corresponda al gen o genes completos, sin que dicha 
secuencia sufra cambios genéticos que alteren su funcionalidad. También ofrece la 
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posibilidad de inducir el número de copias del clon de interés para generar una  alta 
producción de este ADN, para sus usos en secuenciación (20). 
Una vez seleccionado el vector, se evaluó la eficiencia de los extractos de 
empaquetamiento de fago Lambda MaxPlax ™, proporcionados por el kit 
CopyControl, para tener una idea del rendimiento a obtener en el número de células 
transformadas.  
Para evaluar la eficiencia de empaquetamiento se utiliza la fórmula: 
Eff = (# de placas)x (Factor de dilución)x(1000µl/ml)/ (volumen de fago plaqueado µl). 
Asi, siguiendo las especificaciones del proveedor, y utilizando ADN control lambda 
ligado se observó que a las diferentes diluciones propuestas (10-2, 10-4, 10-5,10-6) en 
el protocolo se presentan placas de lísis luego de 16h a 37°C, disminuyendo 
conforme aumentaba la dilución con un número de 25 placas de lisis en la dilución 10-
6 (Anexo 5).  Reemplazando los valores en la fórmula, se obtuvo una eficiencia de 
7x108 pfu/µl, indicando que se encuentra un orden de magnitud por debajo de lo 
reportado por los fabricantes (1x109 pfu/µl del ADN control). Sin embargo, presenta 
una eficiencia aceptable para la creación de las librerías. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Muestras de ADN de suelos de fincas orgánicas y tradicionales, después del tratamiento de 
purificación de ADN de una reacción de Reparación mediante el kit UltraClean TM GelSpin
TM
 DNA 
Extraction, de laboratorios MOBIO ( F: 1µ, ADN control, F.OR: finca orgánica, F.TRA: finca tradicional, O:  
muestra original, R: muestra remanente).  Se observa la poca degradación del ADN y la conservación de la 
concentración y tamaño de la muestra.  Se corrieron 1µl de la muestra en un gel de agarosa al 0,8% con 
Bromuro de Etidio 
Para la construcción de librerías generadas apartir de muestras orgánicas y 
tradicionales, la reacción de reparación tuvo que ser escalada para poder completar 
la cantidad de ADN requerida (0,5 µg/µl) por reacción. Esta reacción de reparación es 
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importante, ya que genera extremos romos en el extremo 3’ y fosforila el extremo 
5´del ADN, necesarios para una correcta ligación con el vector de clonación. En 
posteriores extracciones, el ADN luego de ser reparado, fue concentrado utilizando 
centrifugación al vacío en un miVac DNA Concentrator (GeneVac. Ipswich, Suffolk, 
Reino Unido), pudiendo de esta manera tener la cantidad deseada de ADN 
metagenómico requerido para la  reacción de ligación (0.25 µg/µl) sin necesidad de 
escalar.  Una vez terminada la reacción, las muestras fueron purificadas, eluyendo el 
ADN en un volumen final de 30µl.  Un microlitro de la muestra fue corrido a 30V por 
16h, para evaluar el tamaño del ADN obtenido después de la reparación, teniendo 
como patrón de peso el ADN control (36Kb). En las bandas obtenidas (Figura 13 ) se 
observa que el ADN conserva su gran tamaño molecular, lo cual indica que no sufrió 
fragmentación durante su paso por la columna de purificación y se recupera una 
buena cantidad de la muestra: se obtuvieron concentraciones de 12,8 ng/µl de la 
muestra de ADN de suelo organico y de 95 ng/µl del suelo tradicional; la relacion 
260/280 es de 1,8 y 2,4 respectivamente. Con estas muestras se llevo a cabo la 
ligacion. 
Se realizaron algunos cambios en el protocolo de infección, debido a que continuos 
ensayos para transformar las células hospederas EPI300TM utilizando las diferentes 
diluciones propuestas en el kit, no generaron crecimiento de colonias en el medio.  
Esta situación nos llevó a pensar que debido al origen de la muestra (suelos 
agrícolas) y por todos los procesos que sufre el ADN, hasta dejarlo preparado para la 
ligación, está en una concentración limitante, lo que resulta en un bajo rendimiento en 
el empaquetamiento. Por eso al hacer las diluciones respectivas y tratar de 
transformar un volumen de 100µl de células, no se encontraba en una cantidad 
acorde que permitiera la infección de esas células. Se tomó entonces la decisión de 
implementar la utilización de toda la reacción de ligación (1ml) en un volumen de 4ml 
de células concentradas, para tener una mayor probabilidad de obtener células 
transformadas. Con este cambio se obtuvieron, un total de 5568 clones después de 
realizar 2 librerías con ADN de suelos tradicionales y 1728 clones fueron obtenidas 
de 3 librerías de ADN de suelos orgánicos. Al observar los resultados obtenidos 
desde la primera librería construida (orgánica), se vió que al dejar la reacción de 
ligación almacenada a -20°C por un corto periodo de tiempo se disminuía la calidad 
de la clonación en función del número de clones generados, al momento de su 
utilización, por lo que se decidió hacer cada librería durante el proceso de la reacción 
de ligación.  Sin 
embargo, el número de clones fue bajo en comparación al rendimiento calculado para 
el kit. Hay que tener en cuenta que el tipo de muestras trabajadas (suelo) difieren del 
ADN puro, con el que se hacen estos cálculos de eficiencia.  Además, en nuestra 
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muestra interfieren una serie de factores adicionales como su concentración al 
momento de ligarlo, su tamaño, o simplemente  por efecto del contenido de GC 
dentro de  la secuencia del inserto. 
El número reducido de clones obtenido en la construcción de 3 librerías de suelos 
orgánicos se puede explicar porque fue una de las primeras librerías construidas y no 
se tuvieron en cuenta los cambios realizados al protocolo de extracción de ADN y de 
transformación, mejoras que fueron implementadas en el laboratorio durante todo el 
proceso experimental. En el segundo caso, los inconvenientes presentados en los 
extractos de empaquetamiento, por cambios de temperatura disminuyeron su 
eficiencia, además no hay que descartar otro tipo de contaminantes presentes en 
este medio rico en materia organica que interfieren en la transformación. En el caso 
de la librería tradicional, para las cuales fueron implementadas las mejoras en los 
protocolos de extracción y purificación del ADN, se evidencia un número 
considerablemente mayor de clones que nos van a permitir su posterior análisis 
dentro de los tamizajes. Al obtener fragmentos clonados de mayor tamaño como lo 
menciona Gabor y colaboradores, 2004 (32), se necesitan menos clones para 
recuperar genes funcionales. Se ha mencionado que las librerías de inserto pequeño 
contienen un promedio de más de 10 veces clones que las librerías de inserto largo 
procedentes de una misma cantidad de DNA ambiental (23). 
El tamizaje de las librerías metagenómicas para la búsqueda de funciones de 
relevancia, tanto para el ciclaje de nutrientes (Carbono, Fósforo), como para el uso 
dentro del sector industrial, se basa en la identificación de clones que expresan una 
característica deseada, ya que este método permite el descubrimiento de diversos 
genes nuevos sin necesidad de conocer con anterioridad su secuencia (107).  
Adicionalmente, es un método selectivo para genes de longitud completa y productos 
de genes funcionales (111). Se han reportado que los genes de las enzimas de 
interés tienen un tamaño entre 2 y 10kb; dado que nuestro inserto tiene un tamaño 
mayor o igual a 36Kb se puede inferir que este ADN es un buen candidato para portar 
alguna de estas secuencias de interés.  Sin embargo como lo señala la Tabla 11 se 
muestra una baja obtención de clones positivos. 
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Tabla 11.  Actividades funcionales encontradas dentro de las librerías metagenómicas por tamizaje 
funcional. 
 
ACTIVIDAD DE LA 
ENZIMA 
N°.  DE 
COLONIAS 
EVALUADAS 
N° DE 
CLONES 
POSITIVOS 
LIBRERÍA 
DESIGNACIÓN 
DEL CLON 
AMILASAS 7296 0   
XILANASAS 7296 0   
PROTEASAS 7296 3 Tradicional 
2tB15 
2tH9 
13tE15 
6tB5 
CELULASAS 7296 20 
Orgánico 
3gE3 
4gF5 
4gF6 
4gG3 
4gG8 
8gA11 
8gA12 
Tradicional 
8tD1 
8tF4 
9tK5 
9tJ19 
9tA9 
9tE5 
12tC12 
12tI15 
12tJ15 
12tO20 
15tK20 
6tH2 
3tD5 
LIPASAS 7296 0  
 
SOLUBILIZADORES 
DE FÓSFORO 
7296 14 Orgánico 
6gE3 
12gF2 
14gF2 
15gE5 
7gC12 
9gH11 
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7gA1 
10gE12 
10gG12 
13gF8 
11gB11 
14gB6 
14gG2 
15gH6 
 
El número de clones positivos obtenidos en este estudio fue alto para algunas 
actividades en comparación con lo reportado en estudios metagenómicos previos en 
donde, por ejemplo, en tamizajes sobre Agar Tributirin se obtiene 3 clones positivos 
de 286000 colonias evaluadas (49) y para amilolíticos 1 entre 30000 evaluados (147); 
otros estudios utilizando fósmido o cósmidos como sistema de expresión obtienen 
resultados de 2 clones lipolíticos en 3648 (109), 1 clon amilolítico entre 532 (140) 6 
entre 33700 para actividad lipolítica (75). 
 
Sin embargo hay estudios en donde se han reportado tamizajes de 21000 clones, y 
se encontraron 14 con actividad lipolítica, 13 clones con actividad fosfatasa de 31967 
y 38 que expresan actividad amilasa.  Este alto número de clones fue atribuido a la 
utilización de vectores plasmídicos, como en este caso el pJOE930, que tiene 2 sitios 
inducibles de promotores lac convergentes sobre ambos lados del sitio de clonación, 
que permiten la expresión del  gen independientemente del promotor que lleve el 
inserto y de manera independiente a la orientación (73). En este contexto estos 
autores recomiendan la utilización de plásmidos con promotores bidireccionales pero 
solo para fragmentos pequeños. De esta forma seria posible pensar que el gen 
presente en el inserto fuera leído por su promotor de manera unidireccional, y genes 
que estén en el otro sentido y que no cuenten con un promotor que regule su 
expresión se pierdan, de allí la importancia de escoger un buen vector de expresión. 
El mayor número de clones con actividad en este trabajo se presentó en los suelos 
con manejo orgánico (21 clones positivo); sin embargo, el poder dar una conclusión 
de que suelo es más rico a nivel funcional, basándonos solamente en la expresión de 
sus secuencias puede ser apresurado, debido a que como se mencionó 
anteriormente una de las desventajas de utilizar el análisis por función es la 
intervención de factores externos independientes a la información genética presente 
en cada secuencia. 
Dentro de los factores que influyen en la expresión de genes presentes en la 
secuencia de ADN metagenómicos esta, como primera medida, limitación de la 
expresión de genes heterólogos en el hospedero, se puede pensar que las 
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secuencias de ADN que actúan en cis (promotor para la transcripción y sitio de unión 
al ribosoma), deben estar disponibles para la maquinaria de expresión de la célula 
hospedera. Sin embargo es difícil predecir si factores trans que necesitan ser 
provistos por el hospedero, tales como factores de transcripción especiales, 
inductores, chaperonas, cofactores, enzimas que modifican proteínas o maquinaria 
apropiada para la secreción, están presentes o no en la célula hospedera (32, 121).  
También se ha reportado que, incluso cuando un gen es expresado, el nivel de 
expresión puede ser tan bajo que no puede ser detectado usando un tamizaje 
funcional tradicional, por lo que se ha trabajado en el desarrollo de un transposón el 
cual es capaz de inducir expresión sobre promotores T7 en ambas direcciones (77), 
usado para mejorar la expresión de genes e incrementar la probabilidad de encontrar 
enzimas funcionales basados en tamizajes de metagenomas. 
 
Un mal plegamiento de la proteína deseada o una inserción dentro de la proteína 
recombinante metagenómica y la diferencia en la utilización de los codones de la 
cepa hospedera pueden ser otras posibles razones para la no expresión de la 
proteína o una baja expresión que conlleva a una baja actividad (118, 126). 
 
Además también se debe tener en cuenta las fusiones que se dan entre el vector y el 
inserto, ya que si el segundo dentro de su secuencia no lleva un promotor y un sitio 
de unión al ribosoma (RBS por sus siglas en ingles) o al menos el sitio de unión al 
ribosoma, el descubrimiento de un gen microbiano desprovisto de señales de 
expresión que son reconocidas por el hospedero es bajo.  Por otro lado, cuando el 
inserto aporta el sitio de unión al ribosoma se requiere solo que el gen de interés sea 
clonado en la orientación correcta y no estar separado del promotor localizado en el 
vector, por una secuencia de terminación transcripcional (32). En lo que se refiere al 
hecho de trabajar con insertos grandes  Gabor et al., 2004 menciona que en insertos 
mayores de 15kb, cabe la posibilidad que en su secuencia hayan terminadores de la 
transcripción que pueden interferir con la formación de un transcrito completo cabe 
aclarar que esto influiría en la expresión de genes que caen dentro de la categoría 
TRANSC, los cuales dependen para su expresión del vector, pero esto solo seria 
comprobado con un análisis de las secuencias de cada clon que no expreso actividad 
y resultaría en un trabajo muy dispendioso y costoso (32). 
Gabor y colaboradores en el 2004, menciona que para recuperar genes que están 
dentro de una categoría que llaman TRANSC (fusión transcripcional) en donde el 
inserto proporciona el sitio de unión al ribosoma pero depende del promotor del 
vector, es necesario construir un gran banco de genes con un inserto pequeño al 
contrario de la categoría IND(Independiente) en donde el gen posee el promotor y el 
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sitio de unión al ribosoma, además resalta que para la última categoría DEP 
(Dependiente), en donde el gen no posee ni RBS, ni promotor, esta expresión de 
genes debe ser tomada virtualmente inaccesible por clonación de expresión al azar 
(32).  Un estudio hecho por el mismo autor utilizando el programa GeneClassifier y 
comparando 32 secuencias de genomas completos de bacterias presentes en el 
suelo, muestra que los Firmicutes tienen una larga fracción de genes de expresión 
independiente, lo que concuerda con los datos obtenidos en la librería hecha por 
Handelsman y colaboradores en 1998 quien encontró que más del 50% de las 
características que ellos probarón de Bacillus cereus se podían expresar en E.  coli, 
estableciendo también que un contenido alto en la relación GC, también influye en la 
expresión en este hospedero (32).   
Viendo todos los posibles factores que alteran la expresión, se plantearía que si sería 
indicado hacer primero un estudio de las secuencias del ADN metagenómico, para 
que con esta información se seleccione  el vector y el hospedero más adecuado, que 
sea compatible con la secuencia de ADN y nos permita tener mejores resultados 
dentro de los tamizajes, teniendo en cuenta que para el desarrollo de esta tecnología 
se parte de un desconocimiento previo de toda esa información.  Sin embargo, a la 
fecha son pocos los sistemas heterologos implementados y su posibilidad de escalar 
el proceso de clonación y tamizaje a alta densidad es poco viable. 
Teniendo limitaciones que se han visto en los diferentes trabajos donde, E.  coli es el 
hospedero heterólogo, se plantea, utilizar sistemas hospederos con diferente 
capacidad de expresión, como la utilización de S.  lividans, Pseudomonas putida, que 
conllevaría a ampliar el espectro y frecuencia de encontrar actividades recuperadas 
de la clonación del metagenoma (84).  Sin embargo, este tipo de metodologías no se 
separan de la utilización de E.  coli debido a los pasos donde se requiere la 
conjugación y el proceso para clonar insertos de tamaño grande se vuelve un proceso 
aun más dispendioso. 
Otros aspectos a considerar en la baja obtención de clones activos es la fuente de la 
muestra ambiental, la composición de la comunidad microbiana nativa y su 
comportamiento durante procesos de lisis celular, la eficiencia en la ligación y 
transformación, o en la sensibilidad de los métodos de tamizaje (73), aspectos 
técnicos que fueron considerados durante todo el desarrollo del estudio. Con respecto 
al estudio físico químico de  los suelos se evidenció un porcentaje similar  de materia 
orgánica en suelos con manejo tradicional en comparación a aquellos que provienen 
de fincas con manejo orgánico (Tabla 7). Comparando estos datos con los datos del 
estudio realizado por Araújo y colaboradores (2009), en el cual se compara manejo 
orgánico y tradicional y se  evidencia una mayor cantidad de biomasa microbiana y 
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una tasa de respiración mas elevada en los primeros lo que indican una alta actividad 
metabolica de microorganismos heterotróficos en la descomposición de residuos 
orgánicos (7), los resultados de nuestros tamizajes no demuestran dicho potencial 
metabólico elevado presente en el suelo en función del hallazgo de actividades 
funcionales posiblemente por los motivos anteriormente planteados y en conclusión, 
aunque en teoría  se pudieron haber clonado muchos de estos genes, no se pudo 
observar su expresión. 
Dentro del tamizaje (Anexo 6 A-B-C) obtuvimos clones positivos para actividades 
como celulasas y proteasas como se reporta en la  Tabla 11, indicando que estos 
insertos fueron correctamente acoplados y que pudieron generar un transcrito que fue 
traducido en proteínas activas y que la maquinaria propia del hospedero suplió las 
necesidades post- transcripcionales necesarias para generar una proteína activa. Los 
clones positivos para celulasas se presentaron en ambos suelos trabajados siendo de 
alguna manera indicativo de que hay elementos presentes en la materia orgánica que 
requieren de este tipo de enzimas para su hidrólisis como en el caso de los suelos 
orgánicos en donde hay una entrada de materia orgánica de estiércol vacuno y 
cascarilla de arroz.  
 
Adicionalmente, se podría hipotetizar que la utilización del medio de cultivo sin la 
suplementacion de Luria Bertani tradicional es apropiada para que se expresen los 
genes de interés en este caso los genes que codifican para celulasas y aquellos que 
permiten solubilizar fosfato, pudiéndose pensar que quitar o limitar la fuente de 
Carbono que ofrece el medio (LB) es una buena opción para identificar clones 
potencialmente funcionales. Esto concuerda con Sánchez y colaboradores en el 2007 
quienes mencionan que la biosíntesis de esas enzimas es inducida por diferentes 
sustratos y represada por fuentes de carbón fácilmente metabolizables (110), 
indicando que las condiciones de crecimiento en medio afectan notablemente el perfil 
de las proteínas expresadas y secretadas. 
Otra de las actividades encontradas con mayor frecuencia fue la de solubilizadores de 
Fosfato (Anexo 6 d) dentro de los suelos con manejo orgánico, lo cual es coherente 
con lo reportado por Rodríguez y Fraga (1999) (104), en donde se menciona que los 
suelos dedicados a la agricultura contienen grandes reservas de Fósforo, ya sea por 
fertilizantes químicos o por emiendas orgánicas, y que la mayoría de bacterias 
solubilizadoras se encuentran en la rizosfera.  En este caso se podría pensar que 
ambas fincas presentan bacterias solubilizadoras, pero con una diferencia en 
aquellas con manejo tradicional debido a la alta entrada de fertilizantes químicos que 
dejan el fósforo de manera disponible.  Mientras que por otro lado en los suelos 
orgánicos donde la entrada de fosfato está muy unida a la cantidad de materia 
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orgánica, fue posible detectar más bacterias con propiedad solubilizadora que 
tendrían la función  ecológica de mantener una estabilidad en cuanto a la 
disponibilidad de fosfato. De manera hipotética asumimos que en las fincas con 
manejo orgánico el fosfato inorgánico disponible es resultado de la mineralización de 
la materia orgánica por enzimas como las fosfatasas, y que debido al  pH bajo 
característico de los cultivos de papa, este fosfato podría precipitarse volviéndose no 
disponible para su uso general y dejándolo solamente accesible para las bacterias 
con fenotipo Mps, para que pueda estar de nuevo disponible.   De igualmanera es 
posible pensar que la alta probabilidad de clones con fenotipo Mps(+) es un indicativo 
de un muestreo hecho cerca a zonas rizosfericas y además con altos contenidos de 
fósforo.  Los clones que presentarón crecimiento en el medio de tamizaje para 
Solubilización de Fósforo pueden llevar dentro de su inserto un gen o genes 
involucrados en la síntesis de la enzima pirroloquinolina quinona (PQQ) sintasa, la 
cual dirige la síntesis de la enzima PQQ, es el cofactor necesario para la formación de 
la holoenzima Glucosa Dehidrogenasa necesaria para la producción de ácido 
glúconico (9). Sin embargo, no se debe descartar la presencia de enzimas 
solubilizadoras de Fosfato (fosfatasa, fitasa) en nuestras librerías  debido a que no se 
realizó su búsqueda por los costos que genera el tamizaje de tan elevado número de 
tamizajes de los clones.  
 
7.3 EXTRACCION DEL ADN FÓSMIDICO DE CLONES CON ACTIVIDAD 
 
Después de utilizar el protocolo FosmidMAXTM ADN Purification Kit (Epicentre) e 
implementar algunas modificaciones al protocolo original ofrecido por el fabricante, se 
logró obtener a partir de un cultivo de 5ml de cada clon que presentó actividad dentro 
del tamizaje, una buena concentración de ADN fosmídico (Anexo 7). 
La Figura 14a muestra que el tamaño promedio de los fósmido extraidos está en el 
rango de 36 a 40 Kb como lo señala el tamaño del ADN control (carril F, 36 Kb).  Esto 
demuestra la presencia de un inserto metagenómico de alto peso molecular, diferente 
en cada uno de los clones de donde el ADN fosmídico.  El tamaño del inserto 
metagenómico se corroboró en un ensayo de restricción con la enzima KpnI que 
posee diferentes sitios de corte dentro del inserto y el vector (Figura 14b).  
Restricciones con esta enzima in silico de las secuencias de los clones (sección 7.4) 
mostraron patrones de restricción que coincidieron completamente con lo observado 
en la reacción in vitro. 
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Figura 14a ADN de los fósmidos extraídos. Tres microlitos de cada muestra y 1µl del ADN control de 36Kb 
(100ng/µl) en un gel de 0.8% de agarosa con Bromuro de Etidio.  F: ADN control 36Kb, 2:  ADN fosmídico 
extraído del clon 3tD5, 3: gtH2, 4: 10gE12, 5: 15gH6, 6: 10gG12, 7: 14gF2, 8: 14gB6, 9: 7gA1, 10:7gC12, 11: 
14GG2, 12:15gE5, 13: 9gH11.  (b) Digestión de ADN fósmidico 1: 14gG2sin digerir, 2: 14gG2 digerido,3: 
19tF19sin digerir, 4: 19tF19digerido, 5: 6gE3sin digerir, 6: 6gE3 digerido,7: Marcador de peso 10Kb. 
 
7.4 SECUENCIACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LOS CLONES   
 
Se recibieron las secuencias de 40 fósmidos enviados a secuenciación por la técnica 
de Sanger (End Sequencing), las cuales presentaron una longitud promedio de 950 
bp.  Los electroferogramas se analizaron mediante el programa CodonCode Aligner 
con el fin de identificar secuencias contiguas de alta calidad para emplearlas como 
etiquetas de identificación o tags para los ensamblajes de las secuencias obtenidas 
por la técnica de pirosecuenciación 454.  Una vez escogidas estas regiones se 
procedió a buscar secuencias pertenecientes a vectores de clonación indexados 
mediante la aplicación Vector Screen, además de un alineamiento mediante el 
algoritmo BLAST frente al vector de clonación pCC2FOS (EU140752.1).  Ambos 
procesos permitieron identificar y remover las secuencias que pertenecen a este 
vector y mejorar la calidad de las lecturas para el ensamblaje.  La Tabla 12 señala las 
secuencias de los fósmidos que presentaron en regiones identidad contra el vector.  
En este caso, solo cinco secuencias presentarón similitud media- baja con la 
secuencia del vector, los fósmidos restantes su secuencia era exclusiva del ADN 
metagenómicos. 
5000 
1000 
10.000 
1       2     3     4     5      6     7 
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Tabla 12 Alineamiento de las secuencias obtenidas por secuenciación  tradicional contra el vector de 
clonación bajo algoritmos de  VecScreen y BLAST.  Similitud alta = MEGABLAST; Similitud media = 
discontinous megaBLAST; Similitud baja = BLASTn 
Fósmido 
BLAST 
Vector Screen 
 Forward Reverse 
F4 
Similitud Media Baja 
Similar en 
forward 
No similar en 
reverse 
Score 336 116 
e-Value 3e-95 6e-29 
Query 421-1339 37-243 
Subject 34-950 337-131 
F9 
Similitud Baja Baja 
No similar 
Score 80-200 50 
e-Value 4e-24 7e-09 
Query 563-1061 6-52 
Subject 187-675 320-366 
F21 
Similitud Baja 
No similaridad No similar 
Score 80-200 
e-Value 4e-37 
Query 122-383 
Subject 936-674 
 
Como se puede apreciar en la Tabla anterior se presentaron algunas secuencias que 
alineaban con el vector de clonación.  Sin embargo este alineamiento es bajo con 
algoritmos que evaluan media y baja similaridad.  Esto quiere decir que el 
alineamiento ocurre entre pocas bases, el resto de la secuencia pertenece al inserto 
de DNA metagenómico, por lo que son secuencias que no fueron elimidas en la 
construcción de las etiquetas, solamente fueron cortadas las pertenecientes al vector. 
Una vez analizadas las secuencias, se procedió a escoger las etiquetas tanto de las 
lecturas obtenidas para cada fósmido del iniciador Forward como del Reverse que 
van a ayudar a la identificación de fósmido dentro de los contigs formados.  Un total 
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de 179 etiquetas fueron escogidas y luego, mediante una comparación automatizada, 
se dejaron aquellas que eran consideradas únicas (no se repetían en ninguna otra 
etiqueta).  El tamaño de la etiqueta fue considerado solo cuando era mayor de 20 
bases y esto dependía mucho de la calidad de la secuencia, secuencias con alta 
calidad generaron etiquetas de tamaños de 500-600 pb, mientras otras de no tan 
óptima calidad generaron mayor número de etiquetas de tamaños más cortos. 
Por otra parte, de la secuenciación proveniente de 454 se obtuvo un total de 135103 
secuencias con un promedio de 369 bases de longitud, que para lo teórico reportado 
de un corrido de pirosecuenciación en ¼ de placa es de 160000-250000, logramos 
obtener un rendimiento del 84% , de igual manera un calculo teórico para obtener la 
posible cobertura fue dado mediante el número de secuencias obtenidas por su 
longitud promedio. Este valor es dividido por el resultado obtenido de calcular el 
número de fósmidos enviados a secuenciar por el tamaño promedio del inserto 
descartando el tamaño propio del vector.  Este cálculo sería: 
(135103 * 369pb)  / ( 40 * 30000pb) =~ 41X 
Queriendo decir que nuestra cobertura teórica obtenida es de  41x. 
Para el tratamiento de estas secuencias se siguió un flujo de trabajo bioinformático 
que se muestra detalladamente en el Anexo 8. Brevemente como primer paso las 
secuencias se filtraron de los adaptadores propios de la secuenciación 454, mediante 
un  BLAST de las secuencias contra los adaptadores A y B de 454 life Science 
(ROCHE), estas secuencias se analizaron tanto por el complemento como por el 
reverso complemento obteniendo un total de cero hits.  Se continuó con una segunda 
limpieza que consistió en limpiar las lecturas de secuencias contaminantes del 
hospedero, para ello se realizo un BLAST de EPI300 TM-T1R, al ser una cepa 
comercial del kit (Copycontrol TM Fosmid Library Production Kit de Epicentre), se 
buscó la cepa parental que corresponde a la E.coli K12 sub DH10B (CP000948.1), 
obteniendo como resultado un total de 111.720 sin hit y 23383 hits.  Análisis de estos 
alineamientos mostraron que la cobertura de estos alineamientos en algunos casos 
era muy baja por lo cual se  debío revisar cada alineamiento para tomar la decisión si 
eliminar la secuencia o dejarla dentro de las secuencias de trabajo debido a la 
información que se podría perder al eliminar toda la secuencia.  Así que se generó un 
filtro de las secuencias teniendo en cuenta la cobertura del alineamiento.  Se 
realizaron pruebas con los parámetros señalados en la Tabla 13 y de allí se escogió 
trabajar con el siguiente filtro: longitud del Query x porcentaje de identidad/longitud 
del Subject en donde las secuencias que tuvieran una cobertura mayor o igual al 70% 
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y un Valor-e: ≥ 1e10-5 fueron consideradas como pertenecientes al hospedero y 
sacadas para los pasos posteriores. 
Se tomó este valor de cobertura del 70% debido a que consideramos que era un 
buen punto de corte en donde saca una gran cantidad de secuencias propias del 
hospedero , pero de igual manera nos permite recuperar un número de secuencias 
informativas; un total de 5190 secuencias  fueron recuperadas de este filtro para un 
total de 116910 secuencias de trabajo. 
Tabla 13.  Evaluación de Valor –e (e-value) y porcentaje de cobertura de las secuencias de trabajo contra  
la secuencia del hospedero, para determinar el valor más indicado en la generación del filtro.   
Valor-e 
Porcentaje de 
cobertura 
Número de 
secuencias que 
salen 
Número de 
secuencias que 
quedan después 
del filtro 
1e-5* 
50 19652 3731 
60 18826 4557 
70 18193 51 90 
80 17506 5877 
90 16713 6670 
                      (* el valor-e: fue también evaluado para 1e-15, con resultados  muy similares) 
De igual forma las 116910 secuencias fueron pasadas por un último filtro que 
consistió en un BLAST de las secuencias contra el vector de clonación pCC2FOS 
(EU140752.1) debido a que este no es retirado en el proceso de secuenciación y es 
otro contaminante que puede afectar al momento de realizar los ensamblajes 
produciendo algún tipo de artefacto. 
Como resultado del BLAST se obtuvieron 84061 no hit y 32849 hit.  De igual manera 
que con el filtro del hospedero, se procedió a revisar la cobertura de los alineamientos 
y a aplicar el mismo filtro anterior pero esta vez las secuencias que cumplían con una 
cobertura mayor o igual a 60 y Valor-e ≥ 1e10-15 fueron retiradas quedando un gran 
total de secuencias para comenzar los ensamblajes de 85745 que fueron llamadas 
secuencias de trabajo. 
A estas secuencias filtradas se les realizó un alineamiento con el programa BLAST 
utilizando tres bases de datos: la base de datos no redundante de nucleótidos del 
NCBI con el algoritmo MegaBlast donde se obtuvo un total de 28979 hits contra 
56766 no hit.  El resultado obtenido de este alineamiento fue empleado para 
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reconstruir una clasificación  taxonómica mediante el programa MEGAN; con 
parámetros de Score minimo (el score mínimo que una lectura debe tener para ser 
clasificada dentro del árbol taxonómico) de 150.  El valor de  Min Support (número de 
lecturas mínimas que debe tener un linaje definido) fue de 5.  Los resultados de esta 
clasificación taxonómica se observan en la Figura 15.   
Dentro del árbol se evidencia que la mayoría de secuencias clasificadas, 
provenientes de los 40 fósmidos corresponden a ordenes taxonómicos comunes 
dentro del hábitat del suelo y que tienen un papel importante en los fenómenos 
bióticos y abióticos que se pueden presentar dentro del mismo; tal es el caso de los 
Rhizobiales (1108 secuencias) quienes se caracterizan por ser organismos 
metabólicamente activos dentro de los ecosistemas edáficos como fijadores de  
nitrógeno y son simbiontes en las raíces de algunas plantas.  Por otro lado también 
encontramos Actinomycetales (136 secuencias) habitantes del suelo donde su 
principal función es la degradación de la materia orgánica.   
Estos resultados, y los presentados a continuación,  concuerdan con un estudio 
realizado por Roesch y colaboradores 2007 (105), en 4 diferentes tipos de suelos, 
basados en librerías construidas a partir del gen ribosomal 16S bajo secuenciación 
454 en donde por encima del 40% del total de las secuencias bacterianas pertenecen 
a las Proteobacterias representando el phylum dominante en cada suelo de tendencia 
agrícola.  En nuestro caso este phylum ocupa un 16% de las secuencias obtenidas.  
Asi mismo, dentro de el estudio de Roesch las Betaproteobacteria son la clase 
dominante entre las Proteobacterias en todos los suelos, en nuestro caso, la clase 
más abundante son las Alfaproteobacterias, seguidas de las Betaproteobacterias.   
Otro resultado interesante es que de nuestras secuencias, un 72% permanecen como 
no clasificadas, señalando el gran potencial genético presente en estos organismos 
aun desconocido.   
El estudio de Roesch y colaboradores 2007 mediante librerías a partir de amplicones 
del gen ribosomal 16S señala una posible diferencia entre la diversidad encontrada 
en suelos forestales y agrícolas, indicando que la diversidad en cuanto a phylum de 
los suelos forestales es mayor a los suelos con actividad agrícola, haciendo suponer 
que la intervención dentro de estos suelos debido a su manejo tiene un impacto 
directo sobre la  diversidad, en donde sistemas basados en agricultura con una baja 
diversidad vegetativa y alta entrada de xenobióticos, disminuye la diversidad de 
especies (105). Es por esto que los estudios con un marcador molecular serían una 
de las técnicas a utilizar para establecer con mayor certeza si hay diferencias en 
cuanto a diversidad entre los suelos aquí trabajados en donde teóricamente por lo 
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anteriormente señalado en el estudio se esperaría una mayor diversidad  en suelos 
con manejo orgánico,  
Si bien es cierto que para la búsqueda de enzimas, que era uno de nuestros 
principales objetivos, se  mezclarón los suelos que tenian el mismo tipo de manejo 
agrícola (2 orgánicos y 2 tradicionales) los resultados nos muestran en general, 
secuencias que posiblemente nos dan indicio de la composición taxonómica 
microbiana  de cada grupo a groso modo. De allí, lo importante de evaluar la 
diversidad de cada suelo por separado, trabajo paralelo que se realizó en la 
Corporación Corpogen utilizando como marcador filogenético el gen ribosomal 16S 
para esclarecer diversidad y su abundancia. 
 
Figura 15: Clasificación taxonómica de las 85745 secuencias obtenidas tras los diferentes filtros de 
limpieza.  Generado por MEGAN con parámetros de Min Score 150 y Min Support 5.  El valor root indica las 
secuencias totales, el valor al lado de cada linaje indica cuantas secuencias se clasificaron dentro de cada 
orden taxonómico. 
Por otro lado se empleó la base de datos de nucleótidos ambientales del NCBI con el 
algoritmo MegaBLAST, obteniendo 85689 hits y 59 no hits en donde la mayoría de las 
secuencias son alineadas con metagenomas de diversos ambientes confirmando la 
gran cantidad de información genómica nueva presentes en nuestra muestra 
fosmídica.   
Página | 77  
 
Por último, se empleo una base de datos con secuencias ribosomales provenientes 
del Ribosomal Database Project (RDP) en taxonomía nomenclatural y del NCBI; en 
ambos casos se creó una clasificación taxonómica con MEGAN.  Mediante taxonomía 
nomenclatural se obtuvieron 22023 hits y 63722 no hits; en este caso el parámetro 
para MEGAN de Min Score fue 65 con un Valor-e ≤ 1e-10.  Con la base de datos 
RDP en taxonomía paralela al esquema del NCBI se obtienen 22046 hits y 63699 no 
hits; de los cuales se determinó crear la clasificación  taxonómica con aquellas 
lecturas con score mayor a 67 con un Valor-e ≤ 2e-10.  
Aparentemente con estos resultado era factible asumir un alto número de secuencias 
ribosomales presentes dentro de la secuencia de trabajo,(22.000) sin embargo al 
analizar los alineamientos detalladamente, la gran mayoría de estos presentan Valor-
e mayores, lo cual le da poca credibilidad a este resultado.  El Anexo 9 (a-b) 
corresponde a la clasificación  taxonómica de secuencias con la  base de datos 
RDP,no se observa diferencia entre nomenclatural y NCBI, más si se puede observar 
que disminuye la cantidad de secuencias que dieron hits en el BLASTn  de los 22023 
mencionados anteriormente a solamente 963 secuencias ribosomales bacterianas,  
indicando que en nuestra librería o por lo menos dentro de los 40 fósmidos mandados 
a secuenciar, la cantidad de lecturas de secuencias ribosomales es mínima cuando 
se filtra por un score y Valor –e aceptable.  La presencia mínima de genes 
ribosomales dentro de nuestros insertos metagenómicos demuestra además la 
bondad de esta metodología para la clonación de secuencias de alto peso molecular 
con posibles propiedades funcionales.  Es posible que características inherentes a los 
genes ribosomales, como composición C+G inusuales y estructuras secundarias de 
las secuencias, o una proporción baja de este tipo de genes dentro de los 
metagenomas, puedan ser las responsables de su baja frecuencia en los clones 
metagenómicos secuenciados. 
Para concluir el análisis de estas secuencias de trabajo bajo una perspectiva 
taxonómica, estas secuencias se corrieron en el programa MG-RAST que analiza las 
secuencias desde un punto de vista taxonómico  y hace una reconstrucción 
metabólica de las mismas utilizando SEED, una base de datos basada en 
subsistemas.  Este programa permitió determinar que la mayoría de lecturas 
obtenidas por pirosecuención están dentro de un rango de longitud de 444 a 496 y 
que son secuencias con un contenido de GC del 60% por encima del promedio 
(Anexo 10 a-b ).  Además, presenta una Tabla resumen en donde se ubican las 
secuencias dentro de un clasificación taxonómica basada en las proteínas anotadas y 
clasificadas presentes en la base de datos SEED señalando que la mayoría de 
secuencias que codifican para proteínas pertenecen en un gran porcentaje a 
Bacterias (70.29%) seguida de secuencias no clasificadas denominadas otras con un 
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21.49% igualmente con un (7.20%) secuencias pertenecientes a Eucariotas y en una 
proporción más baja a Archaea (1.01%) Tabla que se señala en el Anexo 10 c.   
Como se mencionó anteriormente, el programa genera una clasificación taxonómica 
de las secuencias introducidas así como su relación en funciones metabólicas (Anexo 
11 a y b).  En el Anexo11a se evidencia que nuestras lecturas poseen un mayor 
porcentaje de Bacterias (77%), seguida de virus (13,28%) y con un bajo porcentaje se 
encuentra el Dominio Archaea dato que difiere a lo encontrado por Roesch y 
colaboradores 2007 en su estudio de suelos agrícolas en donde encuentran que 
53251 secuencias pertenecen a Crenarchaeotal y mencionan que puede ser atribuida 
a el pH bajo en suelos, además del tratamiento con fertilizantes con fuentes de N 
como amonio anhidro o urea, fuente que es rápidamente oxidada a nitrato en el 
suelo, indicando que  en un ambiente donde la fertilización es común el número y 
diversidad de archaea puede ser esperado muy alto (105).  Sin embargo, en este 
caso al parecer esta diversidad es baja pero hay que tener en cuenta que estos dos 
estudios difieren en su manera de construir las librerías, una  por medio de 
amplicones del gen ribosomal 16s sin el paso de clonación mientras que en nuestro 
caso hay que clonar, es posible que se presente un sesgo dentro del procedimiento 
de clonación que beneficia a las bacteria, además tendríamos que analizar cada clon 
generado en la librería para saber si en realidad no obtuvimos más  secuencias del 
Dominio archaea.   
En cuanto a la ubicación de las secuencias en subsistemas Anexo 11b  se evidencia 
una gran variedad de perfiles metabolicos encontrando desde transportadores de 
membrana, como metabolismo esencial para el organismo, sin embargo hay que  
resaltar que la mayoría de las secuencias fueron agrupadas dentro de la clasificación 
( Clustering- based subsystems) donde se agrupan aquellas secuencias  que 
presentan un evidencia de acoplamiento funcional en genes pero que aún no se 
conoce su función. 
Continuando con el flujo de trabajo las 85745 secuencias fueron ensambladas 
utilizando 4 programas que aparte de soportar las secuencias de 454, también han 
sido trabajados en el campo de la metagenómica.  La tabla 14,  resume los resultados 
obtenidos por tres ensambladores. 
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Tabla 14 Descripción de los resultados del ensamblaje de las lecturas obtenidas por pirosecuenciación, 
mediante la utilización de tres ensambladores. 
 Celera Newbler CLC 
Numero de contigs 
obtenido 
245 431 1156 
Longitud máxima del 
contig 
31850 37427 37915 
Longitud minima del 
contig 
1002 106 100 
Longitud promedio 3751 3320* 1184 
Lecturas tomadas para 
formar los contigs 
81714 76957 80454 
Singleton 16294 5765 5292 
Parámetros Parametros por defecto 
Profundidad 25x 
Minima longitud de la 
lectura:40 
Otros parámetros por 
defecto 
Similaridad : 0,75 
Longitud de la fracción: 0,25 
Costo de inserción: 3 
Costo de delección :3 
Costo de Mismatch: 2 
Color Speace align: no 
Global alignment: no 
 
Como se aprecia en la tabla anterior se logró ensamblar un gran número de lecturas 
utilizando  tres programas diferentes, sin embargo el número de contigs generados 
por cada uno deja  evidente que a pesar de la cobertura obtenida por 
pirosecuenciación  no  se logró un  ensamblaje total de las mismas ya que aún se 
conservan contigs con tamaños pequeños que no pudieron ser sobrelapados dentro 
de uno más grandes, o contigs grandes que aún falta parte de su secuencia. Estos 
resultados concuerdan con Vieites y colaboradores 2009 quienes mencionan que 
muchos de los ensambladores son diseñados para manejar solo genomas 
homogéneos y que generan varios errores cuando son corridos con secuencias 
ambientales, dependiendo de la complejidad de la estructura de la población, el 
ensamblaje de genomas completos de los diferentes linajes, puede no ser posible 
incluso con suficiente cobertura de la secuencia (139).En nuestro caso aunque 
nuestra complejidad eran solo 40 clones podemos observar que también los 
ensambladores presentarón inconvenientes para poder sobrelapar estas secuencias. 
Un alineamiento de los contigs generados por ensamblaje de las secuencias con los 
programas de Celera y Newbler reveló que hay varios contigs con una gran similitud 
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cuya secuencia es, en gran parte, idéntica.  Sin embargo, también reveló que 
mientras en Newbler se formaba un contigs de mayor tamaño, en celera este mismo 
contig esta dividido en otros varios más pequeños, de igual manera, contigs de los 
dos ensambladores a pesar de tener una similitud del 100 por ciento se mostraban 
contigs en Celera que tenían un poco más de longitud en la secuencia, por lo que se 
determino hacer un reensamblaje entre estos, los contigs generados por Celera y los 
contigs generados por Newbler para de esta manera forzar un ensamblaje que 
lograra unir esos fragmentos extras y formar un consenso entre los dos programas, 
generando contigs de mayor tamaño a los inicialmente obtenidos. 
Para realizar este re-ensambajes, se empleo el programa Sequencher (GeneCodes 
Corporation Ann Arbor Michigan EE.UU.).  Para correr este nuevo ensamblaje por 
Sequencher se determinaron los siguientes parámetros: identidad y sobrelapamiento, 
los cuales se establecieron como 100 y 95, valores altos para evitar falsos 
ensamblajes.  Con este programa se logró unificar 199 contigs provenientes de 
Newbler y Celera además de dejar 30 contigs de Celera y 167 de Newbler  que no 
fueron ensamblados bajo estos parámetros.   
Con los resultados se realizó un nuevo MegaBLAST con la base de datos de 
nucleótidos no redundantes del NCBI para poder correr nuevamente el programa 
para asignación taxonómica MEGAN (Figura 16) cuyo resultado muestra leves 
diferencias con la clasificación taxonómica de las lecturas sin ensamblar, siendo algo 
esperado, debido a que esta clasificación esta basada en contigs donde muchas de 
las secuencias que se tomaban en cuenta en el árbol inicial aquí ya pudieron ser 
ensambladas y reconocidas dentro de un mismo taxa. 
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Figura 16: Clasificación taxonómica de los contigs re- ensamblados con Sequencher con parámetros (min 
Support:1, Min Score:62.0 el resto de parámetros quedan por defecto) 
 
En esta clasificación taxonómica observamos que el Dominio Bacteria es el más 
representado dentro de nuestras muestras y que dentro de este, la clase con mayor 
abundancia corresponde a las Alfaproteobacterias con un 6,7% y dentro de este 
porcentaje los ordenes Rhizobiales (3,7%) y Sphingomonadales (1,5%), son los que 
presentan una mayor abundanica.   
Por otro lado otro orden también representada con un  3,7% son los Myxococcales, 
mientras que las Betaproteobacterias están representadas dentro del árbol 3,2% 
siendo el orden Burkorderiales el más representativo y por último con un 2,5% se 
encuentran los Actinomycetales; todos ellos, microorganismos típicos de ambientes 
edáficos donde cumplen variadas funciones en el mismo. 
Como podemos observar, la clases más representadas dentro de la clasificación   
pertenecen a las alfa, delta y betaproteobacterias,  dato que concuerda con lo 
reportado por Smith y colaboradores 2001 (120), quienes investigaron la distribución 
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por 16S rDNA de 5 principales divisiones bacterianas para evaluar la relación entre la 
abundancia de los grupos microbiales y el estado nutricional del suelo.  Su resultado 
sugiere que suelos con un alto contenido de nutrientes disponibles muestran 
selección positiva para alfa y gama proteobacterias mientras que suelos con bajo 
contenido de nutrientes o con alto contenido de sustratos recalcitrantes el procentaje 
de Acidobacterium incrementa.  Como podemos observar en la Figura 17b dentro de 
las secuencias pertenecientes a los 40 fósmidos, no se halló un gran número de 
secuencias que pertenecieran a este phylum, aunque afirmar que no hayan más 
secuencias pertenecientes sería inadecuado ya que se debería realizar un estudio 
más detallado de toda la librería, ya que como se muestra en esta misma Figura 17a,  
basados en el análisis mediante amplicones del gen ribosomal 16S de las mismas 
muestras, se observa que este Phylum es el segundo más abundante y que al 
parecer su distribución dentro de las fincas es equitativa, sin embargo su  porcentaje 
no supera el dado por las Proteobacterias dada las condiciones de manejo de los 
suelos y de su contenido en materia orgánica.Este mismo autor menciona que la tasa 
del número de Proteobacteria y Acidobacterium es sugerida como indicativo del 
estado nutricional del suelo (120). 
Con el objetivo de hacer una comparación de nuestros resultados obtenidos mediante  
MEGAN con los resultados obtenidos en un estudio de secuenciación masiva 
(pirosecuenciación) realizado paralelamente en nuestro laboratorio, donde se evaluó 
la diversidad microbiana de estos mismos suelos por separado, mediantes 
amplicones de la región hipervariable V5-V6 del gen ribosomal 16S,  se muestra que 
tanto en los análisis del gen ribosomal 16S como en los análisis de los fósmidos, el 
mayor número de lecturas para todas las muestras  al nivel de phylum pertenece a 
las Proteobacterias, estos dos estudios se diferencian en cuanto a la abundancia de 
unos phyla en donde por ejemplo en el estudio de 16S el segundo más representado 
es Acidobacteria, mientras que dentro de las secuencias de los fósmidos el segundo 
con mayor número de lecturas corresponde a Actinobacterias, posiblemente este 
resultado se deba a la forma como se escogió los fósmidos para secuenciar debido a 
que este último posee un gran pool de enzimas que pudieron ser detectadas dentro 
del tamizaje. 
Otros phyla detectados tanto para 16S como dentro de las secuencias de los 
fósmidos  son Verrucomicrobia, Gemmatimonadales, todos esos Phyla son bacterias 
bien reconocidas, presentes en alta abundancia en suelos agriculturales cuando son 
analizadas por diversas metodologías  (2, 64, 106). 
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Figura 17: Comparacion de las secuencias ensambladas e identificadas contra las secuencias obtenidas 
por amplicones 16S de los suelos analisados a nivel de Phylum a) secuencias de amplicones del gen 16S 
ribosomal para suelos tradicionales y orgánicos b) secuencias de clones funcionales identificados para 
los suelos orgánicas y tradicionales  
Sin embargo, cuando analizamos la figura 17b que fue hecha por comparación entre 
el MEGAN obtenido de los contigs que corresponden a fósmidos de la librería 
orgánica ( 9 contigs) y los fósmidos que fueron identificados como de la librería 
tradicional (18 contigs) contra el trabaja de amplicones de 16S (17a), aunque 
presentan algunas similitudes en cuanto a la detección de algunos phyla, no se puede 
hacer la misma inferencia debido a que como primera medida partimos de secuencias 
que no fueron seleccionadas al azar sino por la presencia de actividad, lo que 
conlleva a tener un número limitado de secuencias muy diferentes  para el análisis, 
además como ya se señalo en proceso desde la obtención del  ADN hasta la 
clonación y expresión de la actividad, tienen varios  factores que sesgan este 
resultado. 
Dentro del análisis con MEGAN de los amplicones del gen 16S, las  
Gammaproteobacterias tales como Xanthomonadales, Pseudomonadales y 
Enterobacteriales fueron encontradas solo para suelos con manejo tradicional. 
Ordenes que también pudimos evidenciar en nuestras lecturas fosmídicas.   
Observando este resultado se  plantea que la metagenómica funcional nos puede 
brindar una visión general (más no estadística) de la diversidad y  taxonómia de un 
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ecosistema, pero no es lo suficientemente robusta para hacer este tipo de inferencias 
o de tipo filogenético con confiabilidad estadística. Esta interpretación basada en 
metagenómica funcional no es completa y confiable, debido a que el número de 
clones nunca va a ser suficiente para  hacer validaciones estadísticas y porque no se 
comparan secuencias estándar como sí se hace en los análisis que involucran un 
marcador molecular como el 16S rADN. 
Dentro de los secuencias de los fósmidos funcionales se identificaron además 
secuencias pertenecientes a el grupo Magnoliophyta el cual esta representado con un 
pequeño porcentaje perteneciente a Poales, asi mismo aparecen con un porcentaje 
minimo secuencias de Dipteros y Eutheria; secuencias presentes debido a que 
estamos tomando ADN total de las muestras de suelo y no estamos haciendo ningún 
tipo de filtro para sacar solamente ADN perteneciente a microorganismos como 
Bacteria, Archeas o hongos. 
Dentro del análisis taxonómico arrojado por MEGAN, con un 6% y 63% las 
secuencias fuerón clasificadas como no asignadas y como no hits, respectivamente, 
señalando la importancia que tiene este tipo de estudios en Colombia, especialmente 
en ambientes como suelos de manejo agrícola en ecosistemas andinos neotropicales, 
en donde todavía no se sabe qué microorganismos (Bacterias, hongos, Archeas) y en 
qué proporción lo conforman.  Se debe tener en cuenta que aproximadamente el 40% 
de las secuencias presentes en el estudio taxonómico del metagenoma por 16S no 
pudieron ser clasificadas dentro de ningún phylum descrito hasta ahora,  sugiriendo la 
presencia de grupos completamente desconocidos hasta el momento y que podrían 
llegar a representar en parte, una microbiota autóctona de los cultivos de papa criolla. 
La información genética presente en metagenomas ambientales puede contribuir a 
solucionar muchos problemas ambientales y también de produción agrícola. 
Asi mismo los contigs generados por Sequencher fueron corridos contra la base de 
datos ribosomal tanto en su taxonomía Nomenclatural como en la del NCBI.  Los 
resultados obtenidos se muestran en el Anexo 9 (c-d), en donde se observa que de 
los 399 contigs, 52 secuencias dentro de dichos contigs fueron identificadas como 
genes ribosomales. Sin embargo, luego de asignar el minscore establecido 
disminuyen a 43 pertenecientes a Shewanella y a una bacteria no cultivable 
Chloroflexi.  
De igual manera  que con la secuencia de trabajo, los contigs formados por 
Sequencher fueron analizados por el programa MG-RAST y como primera 
observación se ve que la mayoría de los contigs tienen una longitud minima de 106 
nucleotidos aumentando su longitud pero con pocos contigs (Figura 18a) Lo que 
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tendría relación con lo mencionado por  Vieiter y colaboradores (2009) quienes se 
refieren a que entre más compleja es la comunidad estudiada dentro de un hábitat 
menor es la posibilidad de generar largos contigs de un único genoma representado 
(139), a pesar que en nuestro caso contamos con una muestra de 40 fósmidos con 
una buena cobertura, también se presentan problemas para generar contigs largo por 
lo que resulta más complicado llegar a unir estos contigs dentro de uno solo.   
Por otro lado se observa que el contenido de GC no varió a lo observado con las 
secuencias sin ensamblar (60%) (Figura 18 b) 
Dentro de la clasificación taxonómica basada en la codificación de proteínas, se 
conserva la misma relación anterior pero como era de esperar, el número de 
secuencias en cada división disminuye debido al ensamblaje en contigs (Figura 18 c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Histogramas generados por MG-RAST de las lecturas ensambladas mediante el programa 
Sequencher a) Histograma de la longitud de los contigs (eje X: longitud del contig en nucleótidos y eje Y: 
número de contigs para cada tamaño) b) Histograma de el contenido de GC dentro de los contigs (eje X: 
porcentaje de GC y eje Y: número de contigs para cada porcentaje c) Ubicación taxonómica basada en 
proteínas o en presencia de genes ribosomales. 
En cuanto a la asignación taxonómica y relación metabólica la Figura 19a se observa 
que el número de secuencias clasificadas dentro de la base de datos SEED con un 
parámetro de identidad por defecto de 50 y un máximo valor e de 1e-10.  fue un 
80.45% y corresponden en su mayoría a secuencias bacterianas (98.13%) y el 
número de secuencias perteneciente a virus y Archaea es poco.   
a)       b)      
c)      
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De igual manera la asignación metabólica basada en subsistemas arroja una gran 
cantidad de procesos metabolicos donde hay que resaltar de color amarillo (Figura 19 
b ) la agrupación basada en subsistemas, asi mismo como procesos importantes 
dentro del ciclaje de nutrientes como el metabolismo del sulfuro, metabolismo del 
nitrógeno, metabolismo de compuestos aromaticos, metabolismo del fosforo entre 
otros, corroborando que dentro de la secuencia de los fósmidos hay actividades de 
gran interés para el mantenimiento de nutrientes dentro del suelo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19.  Asignación taxonómica (a) y dentro de rutas metabólicas(b) de los contigs generados por 
Sequencher bajo la base de datos SEED con un Valor –e 1e-10 
Siguiendo con el flujo de trabajo  bioinformatico señalado, los contigs fueron 
alineados con las etiquetas seleccionadas provenientes de las Secuencias obtenidas 
por Sanger mediante el algoritmo MegaBlast con parámetros ( -W 7, -e:10, -q -2 –r 1).  
El resultado de este alineamiento fue analizado para verificar dentro de cual contig 
alineaba las etiquetas provenientes de lecturas extremo de iniciador Forward y las 
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etiquetas provenientes del extremo del iniciador Revers.  En el Anexo 14 se muestra 
un ejemplo de cómo se realizo ese alinemiento entre los contigs y las etiquetas.  
Además, en la Tabla 15 se muestran  los contigs que pudieron ser identificados y 
señala además si su identificación fue por los dos lados (Forward y Reverse) o por un 
solo lado correspondiente a la etiqueta. 
 
Tabla 15: Identificación de los contigs generados por Sequencher mediante el alineamiento de etiquetas 
seleccionadas dentro de las secuencias obtenidas por Sanger. (contigs formados por: N Newbler S 
sequencher) 
Contig Fósmido Actividad Reverse Forward Tamaño (nt) 
N 00003 F14 Celulolitico X X 28989 
S [0004] F25 S.  Fosfato X X 26078 
S [0076] F15 S.  Fosfato X X 36927 
S [0078] F5 S.  Fosfato X X 23685 
N 00022 F37 Celulolitico X X 30617 
S [0080] F19 Proteolitico X X 23812 
S[0082]] F17 Celulolitico X X 32733 
S [0009] F2 S.  Fosfato X X 30985 
S [0008] F7 Proteolitico X X 9851 
S [0016] F26 Celulolitico X X 37205 
S [0003] F27 S.  Fosfato X X 33852 
N 00004 F3 S.  Fosfato X X 8925 
S [0108] F6 Celulolitico X X 31838 
N 00345 F12 S.  Fosfato X X 37427 
N 00350 F16 Celulolitico X X 30940 
S [0114] F8 Celulolitico X  24974 
N 0010 F8 Celulolitico  X 18763 
S [0074] F35 Celulolitico  X 18905 
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N 00013 F22 Celulolitico X  31654 
N 00348 F36 Celulolitico X  19668 
S [0002] F36 Celulolitico  X 10055 
S [0044] F34 Celulolitico  X 4275 
S [0006] F38 Celulolitico  X 11008 
S [0057] F39 Celulolitico  X 9351 
S [0079] F10 Celulolitico X  16959 
N00017 F11 Proteolitico X  14709 
S [0094] F28 Proteolitico X  26234 
 
De los 40 fósmidos mandados a secuenciar,  27 pudieron ser identificados dentro de 
los contigs por medio de sus etiquetas.  Esa identificación se debió a que en la 
mayoría las lecturas provenientes de Sanger tenían una alta calidad lo que permitió 
escoger unas etiquetas de una longitud entre 200 a 500pb haciendo que el 
alineamiento generara apareamientos que no fueron al azar.  Estos resustados  
indican  que una buena calidad proveniente de las secuencias por Sanger es clave 
para poder hacer que la metodología planteada en este trabajo sea adecuada. 
En la Tabla anterior también se evidencia que unas etiquetas de un mismo fósmido 
están presentes en contigs separados, lo que indica que dentro de ellos hay unas 
secuencia que no pudieron ser ensambladas, requiriendo de otros pasos 
complementarios para poder ser llenados, como lo es la secuenciación utilizando 
iniciadores diseñados solo los extremos interiores de cada fósmido que se van 
secuenciando en una metodología conocida como Gene Walking.  Lo mismo ocurriría 
con aquellos fósmidos donde solo se pudo identificar por un solo lado.  Los otros 
contigs a pesar de que no pudierón ser identificados igualmente fueron sometidos a la 
búsqueda de ORFs ya que poseen una valiosa información. 
Adicionalmente para corroborar que los ensamblajes realizados por Sequencher son 
reales y no artefactos producto del mismo ensamblador o de la calidad de las 
secuencias y más importante aún, que el proceso de identificación fue correcto,  se 
diseñaron iniciadores para dos contigs (0108 y 00345) elegidos por su gran tamaño y 
por que en estos ensamblaje se logró identificar el Fosmido inicial  F6 (19tF19) y el 
Fósmido F12 (6gE3) respectivamente de manera completa, es decir, por su extremo 
Forward y Reverse.  El diseño de dichos iniciadores fue planteado para la región en 
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donde las diferentes lecturas de pirosecuenciación se sobrelapaban ampliamente 
para continuar el ensamblaje, por lo que se diseñaron iniciadores al inicio, en la mitad 
y al final de cada contig analizado  como se esquematiza en el Anexo 14, donde se 
muestra igualmente el  diseño y  la información de cada iniciador. 
Luego de diseñados estos iniciadores (3 parejas por contigs) se procedió a montar 
una PCR con el ADN extraido y purificado  de los dos contigs a evaluar, más el ADN 
de la cepa hospedera EPI300 como control negativo teniendo en cuenta las 
condiciones planteadas en la metodología.  
La Figura 20 muestra el producto de la PCR en donde cada pareja de iniciadores 
amplifico  el contig indicado y con el tamaño esperado, lo que confirma que el 
ensamble es real y que correspondió a los fósmidos identificados. En los carriles C2, 
C6 y C10 se muestra la amplificación del fósmido F6 con los iniciadores diseñados 
para este fósmidos.  Los carriles C3 a C5, C7 a C9 y C11 a C13 demuestran que no 
hubo amplificación con estos iniciadores para el fósmido F12 ni para la E.coli EPI300, 
confirmando la especificidad de los iniciadores y la efectividad en el ensamblaje y en 
el proceso de identificación.  En la parte posterior del gel se muestra el mismo 
comportamiento pero esta vez con los iniciadores diseñados para el fósmido F12. 
 
 
  
 
 
 
  
 
Figura 20.  Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% con Bromuro de Etidio para verificar la amplificación 
de iniciadores diseñados en las regiones sobrelapantes de los contigs 0108 y 00345 ensamblados por 
Sequencher.a) C1 : marcador 100 pb (Invitrogen), C2 :F6 1/200 con iniciador 567, C3:F12 1/200 con 
iniciador 567, C4 -:Epi300  1/100 con iniciador 567,C5 :control negativo con iniciador 567,C6 : F6 1/200  con 
iniciador 653,C7: F12 1/200 con iniciador  653,C8 : EPI 300 1/100 con iniciador  653,C9 : control negativo 
con iniciador 653,C10 : F6 1/200 -903,C11 : F12 1/200 - 903, C12 : EPI 300 1/100 - 903,C13 : control negativo-
903 B) C1 : marcador 100 pb,C2 : F12 1/200 -507, C3: F6 1/200 -507,C4 : Epi300 1/100 -507,C5 : control 
negativo- 507,C6 : F12 1/200 - 854,C7 : F6 1/200 -854,C8 -:Epi300 1/100 -854,C9-: control negativo-854,C10 : 
F12 1/200 -1033,C11: F6 1/200 -1033,C12 -:Epi300 1/100 -1033,C13 :control negativo- 1033. 
   C1     C2    C3   C4   C5    C6      C7   C8   C9    C10   C11  C12  C13  
   C1     C2    C3   C4   C5    C6      C7   C8   C9    C10   C11  C12  C13  
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Una vez confirmado que los ensamblajes eran reales se procedió a la búsqueda de 
ORF mediante el programa GeneMark.hmm, Orphelia y Glimmer.  Los resultados de 
esta búsqueda son señalados en la Tabla 16.  En esta se puede apreciar que hay 
pequeñas diferencias en la búsqueda de ORF entre los tres programas, sin embargo 
tomamos para la búsqueda de similaridad con proteínas conocidas los ORF arrojados 
por GeneMark.hmn esta decisión fue dada debido a que este programa posee un 
algoritmo bastante robusto el cual se basa en Modelos ocultos de Markov (HMM)  y 
su calculo de probabilidades; en este caso, la probabilidad de encontrar una región 
funcional dentro de una secuencia desconocida a esta probabilidad le otorga un valor 
y finalmente define la secuencia funcional dada la mayor  probabilidad. Además este 
algoritmo incorpora modelos estadísticos que evalúan las secuencias codificantes y 
no codificantes y mejora la predicción de la posición inicial de la traducción mediante 
la inclusión del modelo de sitio de unión al ribosoma, parámetro que por lo menos en 
Orphelia no se contempla, por lo que nos da mayor confiabilidad de los ORF que 
predicen (80). 
Sin embargo, algo que podría ser una desventaja es que el núcleo de GenMark.hmn 
es el algoritmo Viterbi el cual no tiene en cuenta la posibilidad de genes 
sobrelapantes que programas como Orphelia y Glimmer  si lo tienen en cuenta,  pero 
al observar los tres programas vemos que generan pequeñas diferencias en las 
coordenadas de los ORF, mientras que el número encontrado por los tres es similar 
como se puede apreciar en el ejemplo dado en la Tabla  16 para el contig 00003. 
Otra ventaja que posee GeneMark.hmn sobre los otros dos programas es que no 
arroja solamenta la orientación y coordenadas de los ORF que identifica sino que 
además arroja la secuencia traducida a aminoácidos lo que facilita aun más la 
búsqueda en la base de datos de proteínas del NCBI. 
Tabla.16 Identificación de ORF potenciales en el contig 00003 
No ORF Coordenadas GeneMark.hmn Coordenadas Glimmer Coordenadas Orphelia 
1 2—223 NS 1_223 
2 862-3555 3597-862 NS 
3 4647-6335 4647-6335 4647_6335 
4 6632-7801 7801-6632 6632_7801 
5 8023-8442 8442-8023 8023_8442 
6 8439-9407 9443-8439 8439_9407 
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7 9452-10987 10987-9452 9452_10471 
8 11000-12391 12424-11000 11000_12424 
9 12494-13696 13750-12494 12494_13771 
10 14037-14303 14037-14303 NS 
11 14296-14499 14296-14499 NS 
12 14538-15029 14538-15029 NS 
13 15332-15700 15700-15332 15332_15700 
14 15737-17335 17311-15737 15737_17335 
15 18199-18762 18199-18762 18124_18762 
16 18759-19490 18759-19490 18759_19490 
17 19453-20724 19447-20724 20488_20724 
18 20721-21356 20721-21356 20721_21356 
19 21384-22685 22685-21384 21384_21647 
20 22796-23752 22796-23752 23450_23752 
21 23907-24266 23883-24266 23802_24266 
22 24310-25062 25038-24310 24310_25062 
23 25059-25580 25580-25059 25059_25580 
24 25630-26727 26808-25630 25630_26808 
25 26792-27265 26792-27265 27116_27265 
26 27267-28043 27267-28043 27267_28043 
27 28043-28849 28043-28849 28082_28849 
28 28852-28989 NS NS 
 NS 3940-4602 3964_4602 
 NS 14993-15379 NS 
 NS NS 22138_22761 
 NS NS 13961_14446 
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 NS NS 14683_15390 
                NS: no se encuentra dentro del programa 
Obtenidos los resultados por GenMark.hmn, se procedió a realizar la búsqueda de 
similitud de la secuencias con proteínas conocidas dentro de la base de datos del 
NCBI mediante el algoritmo del BLASTp datos que son presentados en el  Anexo 15. 
Al correlacionar los resultados obtenidos dentro de los tamizajes con la base de datos 
de proteínas del NCBI, no se observa ningún ORF al que se le pueda atribuir la 
actividad observada dentro del tamizaje funcional dentro de los fósmidos 
ensamblados  e identificados. En cuanto a esto se podría inferir dos posibles causas 
que conllevan a este resultado: la primera posibilidad esta dada por un aparente error 
en la anotación, debido a que la mayoría de los genes son anotados usando tasas 
teoricas derivadas computacionalmente y no  mediante la utilización de evidencia 
experimental (80).  Esto es que la función biológica es a menudo atribuida por copia 
de la anotación de secuencias de proteínas similares.  La fundamentación de esto es 
que secuencias homológas que están estrechamente relacionadas a través de la 
evolución, en general son similares en términos de secuencia y función biológica.  
Hay ejemplos de proteínas homológas que presentan diferentes funciones en 
diferentes especies, lo que conlleva a errores de anotación siendo este uno de los 
principales problemas en la curación de las bases de datos (35). Por otro lado, está la 
incertidumbre de la evolución convergente, donde proteínas de secuencias y 
estructuras completamente diferentes cumplen con funciones altamente similares.  La 
metagenómica ha revelado la existencia de la evolución convergente y su frecuencia 
en la naturaleza.  Por esto, se podría pensar que nuestras secuencias como también 
son asignadas mediante la búsqueda de similitud basadas en alineamientos locales 
via BLAST, pueden estar siendo anotadas erróneamente y que la función que nos 
arroja el BLAST no concuerde con la función que fue evidenciada en los tamizajes.  
Otra de las posibles explicaciones a los resultados obtenidos en cuanto a la 
identificación bioinformatica de las proteínas, puede ser que la función que estamos 
buscando se encuentre en la gran cantidad de proteínas no identificadas (hipotéticas) 
como se señala en el Anexo 15, en donde se grafico los diferentes ORFs señalados 
por el programa Genemark.hmm que mostraron similitud con proteínas conocidas 
dentro de las bases de datos del NCBI y que fueron anotadas por similitud, tanto para 
los fósmidos identificados pertenecientes a las librerías orgánicas como para los 
fósmidos identificados en la librería tradicional, en esta grafica se muestra un total de 
83 y 48 proteinas que  aún se desconoce su función y que requieren de un análisis 
más detallado para indagar el papel que desempeñan dentro de los organismos, 
dejando un campo abierto para el estudio de estas proteínas no conocidas.  
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Por otra parte dentro de los contig que se identificaron y que poseen un tamaño entre 
26 a 36 kb aparecen una serie de ORFs que codifican para una gran cantidad de 
proteínas, algunas de ellas propias de rutas comunes dentro de las bacterias y otras 
con actividades más especificas, algo para anotar es que dentro de esta comparación 
entre las proteínas encontradas en fósmidos obtenidos en ambas librerías, se 
evidencio muy pocas proteínas compartidas, por lo general  se presento una gran 
diferencia entre las proteínas presentes  en  la librería tradicional que no están dentro 
de las secuencias de la librería orgánica (Anexo 15), por lo que hablar que un suelo 
es más activo metabólicamente que otro, mediante esta técnica de expresión, es  
algo muy subjetivo  debido a que ambas muestras desde el punto de vista de sus 
secuencias, muestran una gran variedad de proteínas que poseen el inconveniente 
de no ser expresadas por el hospedero.   
Estos resultados soportan que una de las aplicaciones de la pirosecuenciación es que 
revela grupos de fragmentos de péptidos con una relativa alta abundancia y con 
función no conocida (139), péptidos que deben ser evaluados posteriormente 
mediante aproximaciones bioquímicas y proteómicas para verificar si corresponde a 
las actividades señaladas.   
Otro problema importante del análisis de datos metagenómicos es la capacidad de 
las bases de datos para almacenamiento de los mismos, dentro del cual el número de 
datos almacenados para el análisis de secuencias ambientales es limitado (139), lo 
que conlleva a la no identificación tanto de las secuencias pertenecientes a un 
organismo no cultivado como a la asignación de sus proteínas. 
De igual manera, dentro de este análisis hay que tener en cuenta que como se 
muestra en la Tabla 15, que aunque 15 fósmidos se pudieron identificar 
completamente, no presentaron una concordancia con la función experimental 
observada.  Sin embargo, este comportamiento no se puede aplicar a todos los 
contigs formados, como es el caso de los fósmidos 8 y 36, los cuales fueron 
identificados por sus estremos forward y reverse en dos contigs separados indicando 
que es posible que el espacio entre estos dos contigs que no pudo ser ensamblado 
exista la posibilidad que en dicho espacio pudiera encontrarse la secuencia que 
correlaciona con la actividad encontrada o que complemente el marco abierto de 
lectura interrumpido para su reconocimiento. Por otro lado, ocho contigs solo 
pudieron ser identificados por uno de sus extremos.  El otro extremo puede ser 
alguno de los contigs del anexo 11 (indicados como Fos-NoID, los cuales poseen 
actividades evaluadas) y cuya etiqueta no pudo ser identificada por una mala calidad 
en la secuencia obtenida por Sanger lo que impide completar el fósmido por ambos 
extremos.  Lo anterior, junto con los 15 fósmidos restantes que no se pudieron 
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identificar, refleja una limitación de la metodología propuesta, pues aunque es alto el 
número de lecturas obtenidas por pirosecuenciacion asi como es innovador el poder 
analizar simultáneamente multiples clones funcionales, esta metodología mostró que 
no es posible ensamblaje completo de todos los fósmidos secuenciados. Estos 
resultados nos indican que en teoría, esta metodología será más efectiva si se 
maneja una densidad de clones menor para el proceso de pirosecuenciación, si se 
mejora el proceso de obtención de las etiquetas mediante secuenciación tradicional, 
si se mejora la calidad en la obtención del ADN fosmídico y si las tecnologías de 
secuenciación de segunda generación permiten ampliar aún más el tamaño medio de 
secuencia. 
 
Por último, se propondría revaluar la utilización de tamizajes tan cualitativos debido a 
la posibilidad de que en estos se podrían presentar falsos positivos, producto de 
condiciones externas tales como pH, sensibilidad del método, o por el contrario como 
lo reporta Uchiyama y colaboradores (2009), las señales pueden ser a menudo tan 
débiles que lleguen a no ser detectadas por el método de evaluación, lo cual 
conduciría a obviar genes que no  serian evidenciados por esta ruta, por lo que se 
propone un tamizaje más cuantitativo utilizando lisados celulares pertenecientes a 
cada clon y mezclarlos con los sustratos para la evaluación de la actividad. Por 
ejemplo en el caso de las actividades donde el producto final es la liberación de 
azucares la idea sería hacer la evaluación mediante la cuantificación de azucares 
reductores, o la utilización de sustratos más sensibles. 
Algo para anotar y que tiene relación con lo mencionado arriba es que a pesar de no 
haber detectado actividades para enzimas como el caso de xilanasas, lipasas y 
amilasas dentro de los tamizajes, al analizar los ORF de todos los contigs formados 
observamos la presencia de este tipo de enzimas, asi como actividades que no se 
evaluaron dentro de los tamizajes como genes que codifican para Beta- lactamasas  
involucrados en resistencia en antibióticos, sulfatasas para hidrólisis de esteres de 
sulfato, amidasas para la hidrólisis de amidas y proteínas de tolerancia a solventes 
orgánicos entre otras (datos no mostrados), información que  resalta la utilización de 
herramientas de clonación y  secuenciación de alto rendimiento para  hallar este tipo 
de actividades durante procesos de bioprospección que tienen una importancia a 
nivel ecológico e industrial, para ser estudiadas posteriormente 
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8 CONCLUSIONES 
 
Durante el proceso de extracción de ADN metagenómico de alto peso molecular la 
combinación de diferentes procedimientos permitió una mayor recuperación del 
genoma en los microorganismos presentes en la muestra sin comprometer 
radicalmente la integridad del ADN dejando obtener un ADN de alto peso para la 
construcción de las dos librerias. 
El número de clones obtenidos en las librerías orgánicas (1728) y en las librerías 
tradicionales (5568) dependen en gran medida  de factores como la cantidad y pureza 
de ADN obtenido, de las características físicas y químicas propias de cada 
muestra,de la variabilidad de los microorganismos presentes, así como la eficiencia 
durante el proceso de clonación y transformación que pueden verse afectados por 
factores experimentales como la eficiencia de los extractos de empaquetamiento, el 
tiempo de almacenamiento del ADN entre procesos y la calidad en el proceso de 
concentración del ADN. 
Se obtuvo un total de 40 fósmidos funcionales, dentro de los cuales 22 fueron 
celulolíticos, 4 proteolíticos y 14 mostraron actividad de solubilización de fosfato, de 
igual manera no se pudo evidenciar actividades para los tamizajes de xilanasas, 
lipasas, amilasas, posiblemente debido a las limitaciones que se presentan para la 
expresión de genes dentro de un hospedero heterólogo.  
La utilización de medios con una baja o ninguna presencia de fuentes de carbón 
fácilmente aprovechables genera un nivel de stress que  posiblemente permitió la 
expresión de las proteínas buscadas.  
La utilización del programa Newbler permitió el ensamblaje de las 85.475 secuencias 
obtenidas por pirosecuenciación dentro de un número de  contigs de tamaño variable 
en donde la mayoría de las secuencias fueron ensambladas y se constituyó como el 
ensamblador más efectivo entre los tres evaluados. 
La metodología aquí planteada e implementada tiene gran utilidad para la 
identificación de secuencias provenientes de pirosecuenciación reduciendo costos en 
comparación a las metodologías utilizadas tradicionalmente para secuenciar 
muestras metagenómicas. 
La calidad de las secuencias provenientes de Sanger son de gran importancia dentro 
del desarrollo de esta metodología debido a que permite una real y confiable 
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identificación de las secuencias ensambladas dentro de un número de contigs no 
identificados. 
La aplicación de la aproximación  metagenómica en suelos de actividad agrícola 
contrastante, permitió evidenciar una gran variedad de proteínas presentes en ambas 
librerías.  Sin embargo, un limitante es la poca información dentro de las bases de 
datos que en la mayoría de los casos no permite hacer asignaciones a algunas 
secuencias. 
 La asignación a nivel de proteína de las secuencias aquí trabajadas no presentaron 
en algunos casos una concordancia con lo observado experimentalmente, 
posiblemente debido a errores en la anotación o a que  la actividad es ejercida por  
proteínas  hipotéticas presentes dentro de las secuencias que nos indica que son 
secuencias nuevas que deben ser evaluadas. 
 Dentro del análisis de las secuencias se evidenció la presencia de proteínas que 
aunque no fueron expresadas por la maquinaria del hospedero están presentes 
dentro del contig analizado como es el caso de xilanasas, fosfatasa alcalina, lipasas 
entre otras de importancia ambiental  y comercial.  
 La mayoría de los contigs obtenidos pertenecen al dominio bacteria y fueron 
clasificados en diferentes phyla representativos del suelo, donde sobresale el phylum 
proteobacteria, también es de resaltar la gran cantidad de secuencias que no 
pudieron ser asignadas 253 sugiriendo la presencia de grupos completamente 
desconocidos hasta el momento y pueden llegar a representar en parte, una 
microbiota autóctona de los cultivos de papa criolla. 
 Aunque permite tener una visión general, la metagenómica funcional no es la 
aproximación idónea para hacer inferencias de tipo taxonómico o filogenético en 
estudios de diversidad y debe ser complementada con un estudio de diversidad 
basados en marcadores moleculares como el gen ribosomal 16S.   
 No es posible, mediante la evaluación de 40 clones dar una predicción certera sobre 
qué organismos están presentes en un determinado suelo o si el tipo de manejo del 
cultivo afecta su funcionalidad a nivel enzimático, debido a que la técnica aplicada en 
este trabajo esta influenciada por diferentes factores que no permiten extrapolar los 
resultados a la realidad de cada hábitat. 
  Se resalta la contribución de esta librería metagenómica de suelos agrícolas 
ubicados en un ecosistema andino neotropical, como la primera del país my como 
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repositorio a intereses futuros de bioprospección, que sirva para generar más 
estudios enfocados al descubrimiento de nuevas actividades. 
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9 PERSPECTIVAS 
 
 
Se plantea estudiar a profundidad mediante la utilización de herramientas 
proteómicas las características bioquímicas de los clones que mostraron alguna 
actividad funcional. 
Para los clones que mostraron actividad pero que aún es incierta a qué gen se debe 
por ser posible hipotéticos, se plantea hacer una subclonación con insertos más 
pequeños para poder identificar de manera más especifica que genes están 
incovlucrados con la actividad. 
 Se recomienda la utilización de vectores bidireccionales en caso de construir librerías 
de insertos pequeños y sistemas heterologos alternativos en la contruccion y 
evaluación  de librerías metagenómicas funcionales. 
Se plantea la utilización de reactivos más sensibles en el desarrollo del tamizaje que 
permita una mayor certeza de la actividad presente en el clon, debido a que pueden 
detectar bajas concentraciones de la proteína de interés, además el desarrollo de 
color durante la hidrólisis permite tener mayor certeza de la actividad. 
Es necesario hacer mejoras en la metodología de secuenciación masiva de clones 
para obtener una mayor cobertura de secuenciación que permita el ensamblaje total 
de los clones analizados. 
Generar un nuevo diseño de los iniciadores Forward y Reverse para  mejorar el 
anillaje, debido a que algunas secuencias obtenidas por Sanger presentaron 
problemas en el anillaje de los iniciadores generando  unas lecturas de mala calidad o 
simplemente no generando lectura por uno de sus lados para la identificación de los 
ensamblajes. 
Generar  iniciadores en la parte interna de las secuencias de los fósmidos que se 
reconocieron mediante las etiquetas dentro de contigs separados con el fin de cerrar 
la brecha de nucleótidos existente y completar la secuencia del fósmido para su 
análisis. 
Este trabajo deja bases para seguir estudiando ambientes naturales propios de 
nuestro país, de manera que permitan el descubrimiento de nuevas moléculas que 
pueden ayudar a mejorar nuestros problemas ambientales, a demás de contribuir al 
desarrollo biotecnológico del mismo. 
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11 ANEXOS 
 
ANEXO 1 
PROTOCOLO MODIFICADO PARA EXTRACCIÓN DE ADN DE SUELOS DE ALTO PESO 
MOLECULAR 
El DNA se extrajo de 8 g de suelo por el UltraClean Mega Soil DNA kit de laboratorios 
MO BIO. 
Ajustar el baño termostatado a 65°C antes de iniciar. 
Agregar 8g de suelo a un tubo Falcon de 50ml, adicionar 15ml de Bead solution, este 
es un Buffer que dispersa las partículas del suelo y disuelve ácidos húmicos. 
Hacer vortex por inversión del tubo durante 1 minuto, hasta que se homogenice.   
Agregar a este tubo las perlas que vienen en el kit, agitar por inversión durante 1 min, 
hasta homogenizar bien la muestra, este es el primer paso para el procedimiento de 
lisis. 
Adicionar 1.2 ml de solución S1 y agitar por invertir el tubo durante 30 segundos.  
Esta solución contiene SDS, detergente que ayuda a la lisis celular, rompe ácidos 
grasos y lípidos asociados con la membrana celular de varios organismos.  Colocar el 
tubo a 60°C por 15min.  Transcurrido este tiempo sacar el tubo y agitar suavemente 
por 1min, y regresar el tubo a 60°C por otros 5 minutos, repetir este procedimiento 
una vez más. 
Adicionar 4ml de solución IRS (Solución para remover inhibidores).  Este reactivo esta 
diseñado para precipitar ácidos húmicos y otros inhibidores de PCR.  Agitar en forma 
uniforme y de forma circular para mezclar y se vuelve a colocar a 60°C durante otros 
5min 
Centrifugar a 3500xg por 6 min.  En este paso las partículas de restos celulares, 
ácidos húmicos forman un pellet y el DNA queda en el sobrenadante, en este paso se 
combina la lisis química con la lisis mecánica. 
Transferir el sobrenadante a un tubo de centrifuga limpio.  Para transferir este 
sobrenadante es necesario utilizar una punta de 1 ml cortando un pequeño pedazo de 
la punta. 
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Adicionar 2ml de Solución S2 para precipitar proteínas se invirtió el tubo 
cuidadosamente.  Esta solución es un reactivo que precipita proteínas, que pueden 
alterar la pureza del DNA. Incubar a 4°C por 2 horas y Centrifugue 3500xg por 6 min. 
Descarte el pellet y pasar el sobrenadante a un tubo limpio,.  Este pellet contiene 
restos de células, ácido húmico y proteínas 
Adicionar 30 ml de solución S3 al sobrenandante y mezclar por inversión.  La solución 
S3 es una solución de sales que se unen al ADN, permitiendo que se una a la silica 
en presencia de altas concentraciones de sal 
En un filtro colocar parte del sobrenadante y centrifugar a 3500x g por 6 min, 
descartar el flujo y adicionar el resto del sobrenadante que queda en el mismo filtro y 
centrifugar nuevamente a 3500xg por 6 min.  Descarte el sobrenadante.  El ADN se 
une selectivmente a la membrana de silica en el filtro de Spin, mientras todos los 
contaminantes pasan a través del filtro de la membrana 
Adicionar 6 ml de solución S4 dejar reposar por 1min y centrifugar por 6min a 3500x 
g.  La solución S4 es basada en etanol, es una solución de lavado utilizada para lavar 
el DNA que se encuentra unido a la membrana de filtro de silica.  Esta solución 
remueve residuos de sales ácidos húmicos y otros contaminantes. 
Remover el filtro Spin y descartar el flujo, el cual contiene la solución de lavado y los 
contaminantes que no se unen a la membrana. 
Colocar el filtro Spin y centrifugar de nuevo durante 3min a 3500xg, este paso 
remueve residuos de la solución S4, con cuidado pasar el filtro Spin a un nuevo tubo 
limpio, teniendo en cuenta llevarse nada de la solución S4 sobre el filtro Spin. 
Adicionar 4ml de la solución S5 al centro de la membrana del filtro Spin, verificar que 
la membrana se humedezca completamente por lo que hay que dejar reposando 
durante 5 a 10min, la solución S5 es un Buffer de elución estéril. 
Centrifugar por 3 min 3500xg posteriormente adicione otros 4ml y centrifugar 
nuevamente para sacar el DNA que pueda quedar unido a la sílice. 
El ADN es liberado de la sílice y posteriormente pasa a ser concentrado. 
CONCENTRACIÓN DEL DNA 
Si el volumen final es de 8ml adicione 0.32 ml de NaCl 5M y mezcle, luego adicione 
16 ml de etanol frio al 100%, mezcle centrifugue a 3500xg por 30 min, decante todo el 
líquido y deje secar el etanol al ambiente.  Resuspenda el DNA precipitado en el 
volumen deseado con la solución S5. 
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ANEXO 2 
 
Protocolo de limpieza del ADN mediante el kit Ultraclean TM Soil DNA Isolation (MO 
BIO Laboratories) 
Adicionar 3 volúmenes de GelBind, a la solución que contiene el ADN. 
Agitar la reacción por inversión suave, para garantizar que se mezcle ya que la 
mezcla de las sales es requerida para la unión del ADN. 
Adicionar la mezcla con una punta de 1ml cortada en la punta a un filtro Spin, en 
donde se va a filtrar los contaminantes y retener el ADN. 
Cerrar el filtro y centrifugar durante 10 segundos a 10.000xg, descartar el flujo y 
colocar el filtro en el mismo tubo. 
Adicionar 300µl del Buffer GelWash reposar la mezcla durante 5 min y centrifugar por 
10seg a 10,000xg 
Descartar el flujo y centrifugar nuevamente durante 30 segundos a 10,000xg, 
sacando con una última centrifugación el completo residuo de etanol 
Transferir el filtro a otro tubo limpio y adicionar 30µl de Buffer de elución (10mM Tris) 
sobre el centro de la columna dejar reposar durante 10 min y centrifuga 2 min a 
10000xg, repetir este paso nuevamente para asegurar que todo el ADN a sido 
retirado del filtro.   
Verificar la pureza y el tamaño luego del paso por columna correr las muestras en gel 
de agarosa al 0,8% por 16h a 30v. 
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ANEXO 3 
CONSTRUCCIÓN DE LAS LIBERÍAS METAGENÓMICAS 
Esquema de procedimientos realizados para la construcción de las librerías, el 
simbolo asterístico señala los cambios hechos al protocolo original 
 
 
ANEXO 4 
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ANEXO 4 
PROTOCOLO DE PURIFICACIÓN DNA FOSMÍDICO DE 1.5 ml DE CULTIVO 
 
Determinar la densidad óptica de las células cultivadas la cual debe estar en 3 a 4 
para maximizar la producción de ADN, generar el pellet de las células inducidas y 
adicionar 200µl de la FosmidMAX Solución 1, resuspender completamente el pellet. 
Adicionar 600µl de FosmidMAX Solución 2, e invertir el tubo 2-3 veces suavemente, 
la reacción de lisis no excede de 5 minutos.  Adicionar 400 µl de FosmidMAX 
Solución 3, mezclar por inversión 2-3 veces suavemente el tubo, un precipitado 
blanco se forma dentro del tubo. 
Incubar durante 30min sobre hielo, posteriormente centrifugar durante 20 min a 
15000x g a 4°C,repetir este paso una vez más para peletear los residuos que quedan 
sueltos. 
Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga, teniendo cuidado de no 
tomar el precipitado blanco, adicionar 0,6 volumenes de isopropanol al sobrenadante 
y mezclar por inversión suave.  Centrifugar a máxima velocidad por 15min a 4°C, 
cuidadosamente.  Extraer el isopropanol y realizar una corta centrifugación para sacar 
los residuos de isopropanol 
Dejar secar el pellet al aire un tiempo mínimo de 4min y resuspender en 250µl de 
FosmidMAX solución 4 frio, mezclar por agitación circular del tubo e incubar esta 
reacción por 15min sobre hielo, centrifugar el tubo a máxima velocidad por 15min a 
4°C, y cuidadosamente extraer el sobrenadante colocar en otro tubo nuevo, sin 
romper el pellet. 
 Adicionar 1ml de etanol absoluto y mezclar por agitación suave, posteriormente 
precipitear el ADN por centrifugación a máxima velocidad por 30min a 4°C, retire el 
etanol sin romper el pellet y realice una segunda centrifugación de 10min a máxima 
velocidad para sacar el exceso de etanol. 
Dejar secar el pellet a temperatura ambiente por no más de 4min, y resuspender en 
25µl de Buffer TE, dejear 10min a temperatura ambiente para que el pellet se suelte. 
Adicionar 1µl de RNasa RiboShredder diluida a el tubo, mezclar la reacción e incubar 
a 37°C durante 30 min.  Cuantificar el ADN y correr una muestra en gel de agarosa al 
0,8% 16h a 30v, guardar el ADN restante -20°C. 
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ANEXO 5 
EVALUACIÓN DE LA EFICIENCIA DE LOS EXTRACTOS DE 
EMPAQUETAMIENTO 
a) b) 
 
 
 
 
 
 
c)    d) 
 
 
 
 
 
 
  
Se muestran las diferentes diluciones a) 10-2, b) 10-4 c) 10-5 d) 10-6, realizadas con la 
células de E.  coli LE392MP sensibles a Lambda, como control de los extractos de 
empaquetamiento MaxPlax TM Lambda Packaging Extracts. 
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ANEXO 6 
IMÁGENES DE LOS CLONES POSITIVOS DENTRO DE LOS TAMIZAJES 
FUNCIONALES 
 
a) 
 
 
 
 
 
b) 
  
c) d) 
  
   
 
 
 
 
 
Este gráfico muestra algunos de los clones positivos obtenidos dentro de las librerías 
metagenómicas de suelos de papa criolla(Solanum phureja) a) clon celulolítico 
tamizaje de 96 pozos en medio CMC b) clones celulolíticos tamizaje 384 pozos medio 
CMC c) clon proteolítico tamizaje de 96 pozos en medio LB1/10 más leche 
descremada d) clones solubilizadores de Fosfato en medio NBRIP 
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ANEXO 7 
TABLA RESUMEN DE LOS CLONES EXTRAÍDOS CON EL KIT FOSMID MAX ™ DNA 
PURIFICATION KIT (EPICENTRE) CON SU RESPECTIVA CUANTIFICACIÓN Y ACTIVIDAD 
MOSTRADA DENTRO DE LOS TAMIZAJES 
LIBRERÍA NOMBRE DEL CLON CUANTIFICACIÓN ng/µL ACTIVIDAD 
orgánico 3gE3 99,5 Celulolítico 
orgánico 4gF5 123,5 Celulolítico 
orgánico 4gF6 109,5 Celulolítico 
orgánico 4gG3 125,2 Celulolítico 
orgánico 4gG8 84,6 Celulolítico 
tradicional 8tD1 113,95 Celulolítico 
tradicional 8tF4 86,65 Celulolítico 
tradicional 9tK5 136,45 Celulolítico 
Tradicional 9tJ19 149,9 Celulolítico 
Tradicional 9tA9 117,1 Celulolítico 
Tradicional 9tE5 93 Celulolítico 
Tradicional 12tC12 97,35 Celulolítico 
Tradicional 12tI15 128,5 Celulolítico 
Tradicional 12tJ15 100 Celulolítico 
Tradicional 12tO20 151,5 Celulolítico 
Tradicional 12tP20 121,05 Celulolítico 
Tradicional 15tK20 167,65 Celulolítico 
Tradicional 19tF19 99,2 Celulolítico 
Tradicional 6tB5 106,6 Proteolítico 
Orgánico 8gA11 91,5 Celulolítico 
Orgánico 8gA12 116,6 Celulolítico 
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Tradicional 2tB15 82,8 Proteolítico 
Tradicional 2tH9 117,05 Proteolítico 
Tradicional 6tH2 101,3 Celulolítico 
Tradicional 3tD5 97,05 Celulolítico 
Tradicional 13tE15 102,3 Proteolítico 
Orgánico 6gE3 88,3 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 12gF2 98,2 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 14gF2 85,6 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 15gE5 101,2 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 7gC12 97,9 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 9gH11 98,9 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 7gA1 98,9 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 10gE12 104,8 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 10gG12 103,5 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 13gF8 100 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 11gB11 107,8 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 14gB6 103,9 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 14gG2 95,9 Solubilizador de Fosfato 
Orgánico 15gH6 95 Solubilizador de Fosfato 
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ANEXO 8 
FLUJO DE TRABAJO BIOINFORMATICO PARA LOS DATOS PROVENIENTES DE 
PIROSECUENCIACIÓN 
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ANEXO 9 
DISTRIBUCIÓN TAXONÓMICA DE LAS 85745 SECUENCIAS Y DE LOS CONTIGS GENERADOS 
POR SEQUENCHER CONTRA LA BASE DE DATOS DEL RIBOSOMAL DATABASE PROJECT 
(RDP) a) NOMENCLATURAL b) NCBI c) NOMENCLATURAL DE LOS CONTIGS DE SEQUENCHER 
y d) NCBI DE LOS CONTIGS DE SEQUENCHER 
 
 
 
             c) 
 
            d) 
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ANEXO 10 
a)  HISTOGRAMA DE DISTRIBUCIÓN DE LONGITUD DE SECUENCIAS OBTENIDAS POR LA 
SECUENCIACIÒN 454 TRAS LOS FILTROS b) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCIÒN DE 
PORCENTAJE GUANINA-CITOSINA c) RESUMEN TAXONÓMICO DE LAS SECUENCIAS 
BASADOS EN PROTEÍNA 
 
a)     b) 
 
 
c) 
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ANEXO 11 
GRÁFICA DE DISTRIBUCIÓN TAXONÓMICA (a) Y FUNCIONAL (b) DE LAS SECUENCIAS SIN 
EMSAMBLAR MEDIANTE MG-RAST. * 
 
 b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Base de datos SEED  máximo valor E 
1e-10 
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ANEXO 12 
ALINEAMIENTO DE LAS ETIQUETAS (QUERY) CONTRA LOS CONTIGS GENERADOS POR 
SEQUENCHER 
 
a) Alineamiento de las etiquetas por el extremo Forward 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) Alineamiento de las etiquetas por el extremo Reverse 
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ANEXO 13 
DISEÑO DE INICIADORES E INFORMACIÓN COMPLEMENTARIA 
a)  Regiones en donde las secuencias se sobrelapan para ir extendiendo el ensamblaje.  En algunos 
de estos puntos son diseñados los iniciadores para los dos contigs a confirmar. 
 
b)  Información de los iniciadores diseñados utilizando el programa OLIGO 6.2. 
Contig Primer Forward 5’-3’ Primer Reverse 5’-3’ 
Tamaño de 
amplificado 
T° 
 
Contig 0108 720-2004 
 
ACTATTTTGCAATCCGTGC 
 
 
CAGCGTTCATGCAAGTCAT 
 
 
588 
 
60,7 y 
61,7 
 
Contig 0108 15476-16297 
 
GATCCTAGTGAGAATCGGG 
 
 
GGAAAAGAACCTGGAGATC 
 
 
572 
 
58,5 y 
57,7 
 
Contig 0108 
26544-27745 
 
GGTTCAGTCGTTTCAGGAA 
 
 
CCATTTGCTCGATCTGTTC 
 
 
734 
 
59,8 y 
60,4 
 
Contig 00345 
56-1304 
 
CGTGGTTACCGTTCATTTG 
 
 
CGTTTCAGCTTTCGGTACA 
 
 
426 
 
61,6 y 
61,7 
 
Contig00345 
17536-18580 
 
 
AGAGTCGTAAGTTGTTGAG 
 
CAGTACCAGGAAGAAGTAA 
 
455 
 
50,8 y 
51,4 
Contig 00345 28580-31743 
 
CCCTTCGTGTCCGGTATCT 
 
CGTGAACCTGCGCAGTAAG 
 
691 
64,2 y 
64,6 
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ANEXO 14 
ASIGNACIÓN DE PROTEÍNAS A LOS ORFS SEÑALADOS EN CADA CONTIG 
 
Identificador Actividad Tama–o
Numero de 
ORFs
Prote’nas Organismo Identidad (%) Valor-E
py rrolo-quinoline quinone gamma proteobacterium NOR51-B 46.62 1e-129
Prote’na hipottica
Thermobaculum terrenum ATCC BAA-
798
38.89 0,0000003
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 52.42 2e-47
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 46.21 7e-89
Prote’na hipottica Brady rhizobium japonicum USDA 110 38.79 1e-32
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 78.87 1e-120
Alpha-glucan phosphory lase Halothermothrix orenii H 168 50.73 1e-151
Prote’na hipottica Plesiocy stis pacif ica SIR-1 30.40 2e-20
resinif eratoxin-binding, phosphotriesterase-related 
protein 
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 39.00 3e-61
Prote’na hipottica Microcoleus chthonoplastes PCC 7420 46.77 1e-111
Prote’na hipottica Kordia algicida OT-1 41.20 4e-42
Prote’na predecida Phy scomitrella patens subsp. Patens 41.94 1e-73
Prote’na de f uncion desconocida Cy anothece sp. PCC 7425 44.00 2e-29
gly cerophosphory l diester phosphodiesterase Haliangium ochraceum DSM 14365| 40.86 4e-42
Prote’na hipottica conserv ada Streptomy ces scabiei 87.22 34.40 76
Prote’na hipottica Planctomy ces maris DSM 8797 35.29 5e-95
adenine phosphoribosy ltransf erase Roseobacter sp. CCS2 55.68 1E-51
Prote’na hipottica Planctomy ces maris DSM 8797 53.52 4e-112
Prote’na hipottica Blastopirellula marina DSM 3645 58.36 6e-84
alpha/beta superf amily  hy drolase/acy ltransf erase Hahella chejuensis KCTC 2396 28.57 2.3
Prote’na hipottica Gemmata obscuriglobus UQM 2246 29.99 9e-102
Prote’na hipottica Planctomy ces maris DSM 8797 33.33 1e-32
Prote’na hipottica Pirellula staley i DSM 6068 44.97 8e-79
Prote’na hipottica Gemmata obscuriglobus UQM 2246   44.67 7e-82
Prote’na hipottica Gemmata obscuriglobus UQM 2246 62.39 3e-158
Prote’na hipottica Gemmata obscuriglobus UQM 2246 60.47 2e-145
Prote’na hipottica Gemmata obscuriglobus UQM 2246 61.72 6e-139
Prote’na hipottica Planctomy ces maris DSM 8797 62.21 7e-149
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 48.41 0.0
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 47.07 8e-102
Prote’na de f uncion desconocida Geobacter sp. M21 28.87 0,00002
Prote’na hipottica
marine gamma proteobacterium 
HTCC2143
31.56 2e-20
Prote’na hipottica Flav obacteriales bacterium HTCC2170 35.32 3e-116
lipase/esterase LipN My cobacterium abscessus ATCC 19977 47.01 5e-54
Prote’na hipottica Polaromonas naphthaleniv orans CJ2 64.80 2e-55
Prote’na hipottica Thauera sp. MZ1T 50.33 3e-30
Prote’na hipottica Dechloromonas aromatica RCB 36.40 2e-22
Prote’na hipottica Dechloromonas aromatica RCB 39.71 8e-62
Prote’na hipottica My cobacterium marinum M 33.33 0,000001
Prote’na hipottica Dicty ostelium discoideum AX4 33.70 2.0
Prote’na hipottica Bacillus amy loliquef aciens FZB42 27.40 2e-09
Prote’na hipottica Streptomy ces roseosporus NRRL 15998| 38.89 1.5
Prote’na hipottica Yersinia ruckeri ATCC 29473 26.71 4e-20
Prote’na hipottica Yersinia ruckeri ATCC 29473 30.36 1e-20
Prote’na hipottica Burkholderia phy matum STM815 92.25 0.0
Prote’na hipottica Burkholderia phy matum STM815 90.65 7e-161
Prote’na hipottica Burkholderia phy matum STM815 83.89 1e-84
gly cosy l hy drolase (gly cogen debranching enzy me) Brady rhizobium sp. ORS278 68 0.0
peptidase M29 aminopeptidase II Chthoniobacter f lav us Ellin428 70.05 5e-151
Prote’na hipottica uncultured Acidobacteria bacterium 33.61 2e-25
Prote’na hipottica
Acidov orax av enae subsp. Citrulli AAC00-
1
37.89 0,000001
Prote’na hipottica Dy adobacter f ermentans DSM 18053 38.96 2E-19
Prote’na hipottica Mesorhizobium loti MAFF303099 59.93 6e-99
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 57.58 2E-50
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 39.82 2e-67
putativ e oxidoreductase uncultured Acidobacteria bacterium 67.17 0.0
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 44.68 3E-24
quinoprotein glucose dehy drogenase Solibacter usitatus Ellin6076 63.80 0.0
Fosmido F14 
00003
Celulol“tico 28989 28
Fosmido 25          
0004
S.F—sf ato 26078 26
Fosmido 15          
0076
S.F—sf ato 36927 30
Fosmido 5           
0078
S.F—sf ato 23685 20
Fosmido 37 00022 Celulol“tico 30617 21
Fosmido 19          
0080
Proteol“tico 23812 21
Fosmido 17          
0082
Celulol“tico 32733 30
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glycosyl hydrolase, family 57, putative Heliobacterium modesticaldum Ice1 31 4E-17
Prote’na hipottica Synechococcus sp. JA-2-3B'a(2-13) 65.69 1e-95
sulfatase Haloterrigena turkmenica DSM 5511 31.51 5e-33
Prote’na hipottica Blastopirellula marina DSM 3645 27.54 8e-14
Prote’na hipottica Methylovorus sp. SIP3-4 38.33 9e-37
Prote’na hipottica Methylobacterium nodulans ORS 2060 45.91 5e-39
putative puroindoline b protein Triticum aestivum subsp. Macha 100.00 2e-26
Prote’na hipottica Streptomyces sp. AA4 48.67 5E-19
Prote’na hipottica
Saccharopolyspora erythraea NRRL 
2338
53.63 5e-81
Prote’na hipottica Streptomyces roseosporus NRRL 15998 47.30 3E-27
Prote’na hipottica Bradyrhizobium japonicum USDA 110 37.40 4e-38
Prote’na hipottica Candidatus Amoebophilus asiaticus 5A2 53.30 2E-52
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 63.30 1e-79
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 65.62 8e-65
Prote’na hipottica Bacillus cereus AH621 51.27 3E-44
hypothetical secreted protein Xanthomonas albilineans 48.72 3e-25
twin-arginine translocation pathway signal Rhodopseudomonas palustris BisB5 81.12 2E-64
ABC transporter permease protein Bradyrhizobium japonicum USDA 110 70.53 0.0
inner-membrane translocator Rhodopseudomonas palustris BisB18 81.39 3e-139
ABC transporter related Rhodopseudomonas palustris BisA53 77.38 1e-109
ABC transporter related Rhodopseudomonas palustris BisA53 76.62 6e-87
urease accessory protein UreD Rhodopseudomonas palustris HaA2 56.67 2e-81
HupE/UreJ protein Mesorhizobium opportunistum WSM2075 64.16 2E-27
urease subunit alpha Bradyrhizobium sp. ORS278 86.29 0.0
putative translation elongation factor G Acidobacterium capsulatum ATCC 51196 67.82 0.0
carboxylesterase, type B Solibacter usitatus Ellin6076 42.02 5e-104
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 60.59 5E-59
Prote’na hipottica Pedobacter sp. BAL39 52.17 8e-81
Prote’na hipottica Acidobacterium capsulatum ATCC 51196 48.28 3E-32
Prote’na hipottica Ralstonia solanacearum MolK2 26.24 3e-11
Prote’na hipottica Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1 28.03 0.009
Prote’na hipottica Planctomyces maris DSM 8797 33.01 0.003
two component, sigma54 specific, Fis family 
transcriptional regulator 
Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 58.46 1E-35
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 29.48 3e-54
Prote’na hipottica Candidatus Phytoplasma australiense 27.14 2.1
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 30.63 4E-17
amidohydrolase 3 Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 53.38 4e-178
peptidase S16 lon domain protein Rhodothermus marinus DSM 4252 42.11 4e-32
Superoxide dismutase Nitrosomonas sp. AL212 55.61 1e-56
Prote’na hipottica Mesorhizobium sp. BNC1 35.49 1e-42
Prote’na hipottica Microcoleus chthonoplastes PCC 7420 30.36 0.98
Prote’na hipottica Parvibaculum lavamentivorans DS-1 34.75 4e-75
alkyl hydroperoxide reductase/ Thiol specific 
antioxidant/ Mal allergen 
Geobacter sp. FRC-32 36.92 2E-21
Prote’na hipottica conservada Geobacter sp. M18 43.01 1e-44
Prote’na hipottica Collinsella stercoris DSM 13279 45.57 6e-64
Prote’na hipottica Mesorhizobium loti MAFF303099 52.55 4E-34
Prote’na hipottica Chitinophaga pinensis DSM 2588 29.35 1e-07
Prote’na hipottica Cyanothece sp. PCC 7425 43.09 5E-20
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 42.19 3e-05
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 42.11 3e-13
Prote’na hipottica Gemmatimonas aurantiaca T-27 32.62 1e-22
CAAX amino terminal protease family protein Burkholderia oklahomensis C6786 50.53 7e-33
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 57.09 8e-162
Prote’na hipottica Roseiflexus castenholzii DSM 13941 32.37 2e-16
cytochrome c class I Desulfococcus oleovorans Hxd3 27.95 3e-68
Prote’na hipottica Blastopirellula marina DSM 3645 54.95 1e-92
Prote’na hipottica Rubrobacter xylanophilus DSM 9941 51.98 6e-164
Prote’na hipottica Gloeobacter violaceus PCC 7421 64.11 0.0
Prote’na hipottica conservada Mesorhizobium opportunistum WSM2075 47.31 1e-40
Prote’na hipottica Oryza sativa Indica Group 29.56 5
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 45.88 4E-42
peptidase M48, Ste24p Solibacter usitatus Ellin6076 55.87 4e-78
Prote’na hipottica Myxococcus xanthus DK 1622 30.48 1e-07
Prote’na hipottica Solibacter usitatus Ellin6076 49.90 1e-127
Prote’na hipottica Candidatus Koribacter versatilis Ellin345 47.33 2E-27
ABC-2 type transporter Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 44.86 1E-23
Prote’na hipottica Gemmatimonas aurantiaca T-27 44.79 1e-58
hypothetical membrane protein Gemmatimonas aurantiaca T-27 35.50 2e-34
peptidase M20 Rhodococcus erythropolis SK121 58.89 8e-146
Prote’na hipottica Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025 56.85 5E-37
peptidase T bacterium Ellin514 72.49 1e-176
Fosmido 2            
0009
S.F—sfato 30985 34
Fosmido 7            
0008
Proteol“tico 9851 14
Fosmido 26         
0016
Celulol“tico 37205 29
Fosmido 3           
00004
S.F—sfato 8925 11
Fosmido 6          
0108
Celulol“tico 31838 29
Fosmido 12 00345 S.F—sfato 37427 36
Fosmido 16 00350 Celulol“tico 30940 27
Fosmido 8           
0114
Celulol“tico 24974 23
Fosmido 8           
0010
Celulol“tico 18763 17
Fosmido 35          
0074
Celulol“tico 18905 22
Fosmido 22         
00013
Celulol“tico 31654 28
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Thermolysin Geobacillus sp. Y412MC52 37.18 2e-64
Prote’na hipottica Sorangium cellulosum 'So ce 56' 56.02 4e-37
Prote’na hipottica Sorangium cellulosum 'So ce 56' 46.46 5e-22
Prote’na hipottica Sorangium cellulosum 'So ce 56' 69.33 0.0
Prote’na hipottica Sorangium cellulosum 'So ce 56' 46.76 0.0
putative 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate 
acyltransferase 
Sorangium cellulosum 'So ce 56' 67.56 6e-79
Prote’na hipottica Branchiostoma floridae 28.67 0.35
Prote’na hipottica Tetrahymena thermophila 25.81 3.1
Fosmido 34         
0044
Celulol“tico 4275 3 protein kinase Sorangium cellulosum 'So ce 56' 46.26 3e-149
Fosmido 38         
0006
Celulol“tico 11008 12 Prote’na hipottica
Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-
bovis L550
67.11 4E-55
conserved Prote’na hipottica Streptomyces scabiei 87.22 53.51 8e-76
Prote’na de funcion desconocida DUF224 cysteine-
rich region domain protein 
Acidimicrobium ferrooxidans DSM 10331 48.33 5e-155
multi-sensor hybrid histidine kinase Opitutus terrae PB90-1 74.13 1e-180
protein carrying glycosyl hydrolase motifs Xanthomonas campestris 30.36 4E-10
glycosyl transferase group 1 Opitutus terrae PB90-1 79.81 0.0
endonuclease/exonuclease/phosphatase Opitutus terrae PB90-1 72.04 0.0
Prote’na hipottica Mesorhizobium opportunistum WSM2075 31.34 2e-20
Prote’na hipottica Microcystis aeruginosa NIES-843 35.42 4e-48
Prote’na hipottica Sphingomonas wittichii RW1 54.69 6E-33
acyltransferase Hahella chejuensis KCTC 2396 38.12 6e-100
Prote’na hipottica Pseudomonas putida W619 33.87 1.6
peptidase S8 and S53, subtilisin, kexin, sedolisin Arthrospira platensis str. Paraca 32.29 1.1
putative udp glucose gdpmannose dehydrogenase 
protein 
Sinorhizobium meliloti 1021 56.49 1e-131
Prote’na hipottica Acaryochloris marina MBIC11017 43.09 3e-109
Prote’na hipottica conservada Microcoleus chthonoplastes PCC 51.00 8e-110
squalene--hopene cyclase Granulibacter bethesdensis CGDNIH1 70.20 4e-134
Prote’na hipottica Bradyrhizobium sp. ORS278 57.91 6e-83
Prote’na hipottica Granulibacter bethesdensis CGDNIH1 43.53 7e-30
Prote’na hipottica Arthrospira platensis str. Paraca 34.55 8e-40
Prote’na hipottica Arthrospira platensis str. Paraca 35.45 2e-33
Prote’na hipottica Bradyrhizobium sp. BTAi1 48.83 1e-33
protease Do Parvibaculum lavamentivorans DS-1 36.48 3e-65
Prote’na hipottica Sagittula stellata E-37 50.00 2e-83
putative xylanase/chitin deacetylase Sagittula stellata E-37 58.03 1e-93
Fos-NoID            
00060 
NoID
5544 5
ATP-dependent protease La Sorangium cellulosum 'So ce 56' 82.31 0.0
Fos-NoID            
0113
NoID
13663 12
peptidase M56 BlaR1 bacterium Ellin514 47.78 9e-30
Fos-NoID            
0089
NoID
17758 14
Amylo-alpha-1,6-glucosidase Nitrosococcus oceani ATCC 19707 48.31 0.0
Fos-NoID           
0085
NoID
8920 11
minor extracellular protease Bacillus cereus E33L 43.80 4e-25
Fos-NoID           
0022
NoID
2452 3
glycoside hydrolase family protein Opitutus terrae PB90-1 55.81 4e-141
Fos-NoID           
0111
NoID
10924 8
glycosyl hydrolase BNR repeat-containing protein 
Natranaerobius thermophilus JW/NM-WN-
LF
27.85 4e-09
Fos-NoID           
0075
NoID
7922 6
xylose operon regulatory protein Blastopirellula marina DSM 3645 51.74 5e-113
Fos-NoID          
0129
NoID
1159 1
peptidase M28 Solibacter usitatus Ellin6076 41.28 2e-44
Fos-NoID          
0104
NoID
3646 7
peptidase M48 Ste24p Anaeromyxobacter sp. Fw109-5 77.13 1e-99
Fos-NoID         
0055
NoID
2171 3
putative glycosyl hydrolase exoenzyme Robiginitalea biformata HTCC2501 33 5E-38
Fos-NoID          
0087
NoID
22127 28
peptidase S8 and S53, subtilisin, kexin, sedolisin Shewanella putrefaciens 200 35.32 9e-29
Fos-NoID          
0051
NoID
1446 2
putative esterase Asticcacaulis excentricus CB 48 45.12 4e-57
Fos-NoID          
0041
NoID
1780 4
phosphoesterase PA-phosphatase related Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-1 29.31 6.3
Fos-NoID         
0083
NoID
8356 9
glycoside hydrolase family protein 15 Bradyrhizobium sp. BTAi1 59.04 3e-76
Fos-NoID          
0147
NoID
1505 3
lipolytic protein G-D-S-L family bacterium Ellin514 64.17 2e-63
Fos-NoID          
0063
NoID
1092 2
Peptide synthetase Bacillus pseudomycoides DSM 12442 59.06 8e-76
Fos-NoID          
00013 
NoID
31654 28
metallophosphoesterase Solibacter usitatus Ellin6076 48.67 5e-25
Fos-NoID         
0077
NoID
30762 24
Glycosyl hidrolase CandidatusSolibacter usitatus Ellin6076 34 1E-14
Fos-NoID         
0001
NoID
6624 6
glycosyl hydrolase, BNR protein Algoriphagus sp. PR1 30 0,000004
Fos-NoID         
0097
NoID 13712 15
glycosyl hydrolase family 9 with cellulose-binding 
domain 
Cellulomonas flavigena DSM 20109 30 0,00007
Fos-NoID        
7180000002270
NoID 1571 3 glycosyl hydrolase, family 57, putative Heliobacterium modesticaldum Ice1 32 0,000003
Fos-NoID         
0042
NoID
1043 1
glycosyl hydrolase Solibacter usitatus Ellin6076 43 2E-33
Fos-NoID         
0110
NoID 3895 3 4-phytase Dictyoglomus turgidum DSM 6724 34 2E-79
Fosmido 36         
00348
Celulol“tico 19668 14
Fosmido 36 00005 Celulol“tico 10055 10
Fosmido 39         
0057
Celulol“tico 9351 7
Fosmido 10        
0079
Celulol“tico 16959 13
Fosmido 27         
0003
S.F—sfato 33852 31
Fosmido 11 00017 Proteol“tico 14709 17
Fosmido 28        
0094
Proteol“tico 26234 22
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